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1.1 Äthiologie und Epidemiologie des Asthma bronchiale 
Asthma bronchiale stellt eine chronisch-inflammatorische Erkrankung des 
unteren Respirationstraktes dar, welche mit einer variabel ausgeprägten, 
transienten und reversiblen Atemwegsobstruktion einhergeht. Die chronische 
Entzündungsreaktion ist assoziiert mit einer Hyperreagibilität des 
Bronchialsystems gegenüber multiplen endogenen und exogenen Stimuli.  
Die klinische Manifestation des Entzündungsgeschehens ist eine obstruktive 
Ventilationsstörung. Sie zeigt sich anfallsweise im Auftreten von 
obstruktionsbedingter Atemnot auf dem Boden einer entzündlichen Schwellung 
der Bronchialschleimhaut, einer glattmuskulären Bronchokonstriktion  sowie 
einer Dyskrinie und Hypersekretion zähen Schleims (92). 
Bei länger bestehendem Asthma bronchiale kann es im Verlauf zu einer 
strukturell fixierten Obstruktion, dem sogenannten Atemwegs-Remodeling 
kommen.  
Das Asthma bronchiale kann gesehen werden als ein multifaktorielles Syndrom 
bestehend aus der Trias bronchiale Entzündung, bronchiale Obstruktion und 
bronchiale Hyperreaktivität, wobei diese Charakteristika sowohl von endogenen 
Faktoren als auch von Umweltfaktoren beeinflusst werden. Es kann 
angenommen werden, dass für die Entstehung der Erkrankung  genetische 
Einflüsse und die Beziehung zwischen Genetik und Umwelt eine 
determinierende Rolle spielen (92, 53, 47, 105). Beim Asthma handelt es sich 
also um eine komplexe Erkrankung mit einer multifaktoriellen Genese im 








Es werden verschiedene Formen des Asthma anhand äthiologischer und klinisch 
orientierter Kriterien unterschieden: eine grobe Einteilung stellt die Abgrenzung 
des exogen-allergischen vom nicht allergischen Asthma dar.  
Das extrinsische oder allergische Asthma ist eine mit Umweltantigenen bzw. –
Allergenen assoziierte Atemwegserkrankung, welche typischerweise mit einer 
IgE-vermittelten Sofortreaktion und nachfolgender zellulär vermittelter 
Spätreaktion einhergeht. Potentielle Allergene können unter anderem 
Hausstaubmilben, Tierepithelien, Schimmelpilze, Blüten- und Gräser Pollen oder 
Mehlstaub sein. Die Entwicklung eines exogen-allergischen Asthma bronchiale 
ist vor dem Hintergrund einer atopischen Prädisposition zu sehen (47).  
Im Gegensatz hierzu entwickelt sich ein nicht-allergisches oder intrinsisches 
Asthma häufig nach einem respiratorischen Infekt der oberen oder unteren 
Luftwege. Möglicherweise spielen dabei endogene Faktoren im Sinne einer 
autoimmunologischen Reaktion eine Rolle. Neben respiratorischen (Virus-) 
Infekten ist eine Vielzahl auslösender Faktoren bekannt wie körperliche 
Anstrengung, kalte Luft, Stress und Emotionen oder Inhalationsnoxen wie 
Zigarettenrauch, Ozon, Nitrosegase, Schwefeldioxid, Chlorgase und diverse 
weitere Noxen (135, 75, 156, 157, 61, 60, 68, 67, 79, 41). 
Mischformen zwischen allergischem und nicht-allergischem Asthma sind 
denkbar, und da beiden Formen genetische und somit intrinsische Faktoren 
zugrunde liegen und da beide Formen auch koexistieren können, ist eine absolut 
strikte Trennung manchmal nur unter Vorbehalt möglich.  
Sonderformen in der auf klinischen oder äthiologischen Kriterien basierenden 
Einteilung stellen das medikamentenassoziierte Asthma (Analgetika wie ASS 
oder Beta-Blocker), das refluxbedingte Asthma, Wurmasthma, das 
anstrengungsinduzierte Asthma oder psychogenes Asthma dar.  
Aus unterschiedlichen Ländern weltweit wurde seit der Mitte des 20. 





berichtet. Insbesondere bezieht sich die Zunahme der Prävalenz auf das 
Kindesalter, somit ist das Asthma bronchiale zur häufigsten chronischen 
Erkrankung des Kindesalters avanciert (5). Die Häufigkeit als auch die Zunahme 
der Prävalenz ist weltweit betrachtet jedoch deutlich unterschiedlich (108, 159, 
107). Nach einem signifikanten Anstieg in den letzten Jahrzehnten in den 
westlichen Industrienationen scheint in manchen Ländern inzwischen ein 
Plateau erreicht worden zu sein. Insgesamt zeigen viele osteuropäische Staaten 
eine geringere Prävalenz als westeuropäische; asiatische und südamerikanische 
(Schwellen-)Länder zeigen (trotz teilweise starker Umweltbelastungen) 
niedrigere Prävalenzen als industrialisierte Länder (108, 159, 107). Insgesamt 
scheint jedoch auch in den Schwellenländern ein Trend zur Zunahme der 
Prävalenz zu bestehen. Diese Zunahme kann nicht allein durch eine Änderung 
der genetischen Prädisposition in den Populationen erklärt werden, sie scheint 
insofern wohl eher auf Veränderungen in der Lebensumwelt zurückzuführen zu 
sein (108, 159, 107). Die Variabilität des klinischen Erscheinungsbildes von 
Asthmasymptomen (wie z.B. Wheezing) und Unterschiede in der Diagnostik und 
Selbstwahrnehmung der Betroffenen können die Ergebnisse epidemiologischer 
Studien beeinflussen. Es besteht noch keine völlige Klarheit über die Ursachen 
der Prävalenzzunahme. Da teilweise in Regionen mit starker Luftverschmutzung 
niedrige Prävalenzraten gefunden werden, kann eine verstärkte 
Industrialisierung keine hinreichende Erklärung für eine Umweltkomponente in 
der Pathogenese darstellen. Diskutiert werden als weitere exogene Faktoren 
neben Einflüssen durch Wohnverhältnisse (Hausstaubmilben, 
Innenraumbedingungen), auch Ernährungsgewohnheiten,  seltenere 
Infektionsexpositionen kleiner Kinder, unkritischer Antibiotikaeinsatz und eine 
veränderte Allergenexposition im Sinne einer vermehrten Aggressivität von 
potentiellen Allergenen unter der Einwirkung neuzeitlicher Umweltfaktoren 
(108, 159, 107, 47).  Auch eventuelle psychogene Komponenten sind 





1.1.1 Die Hygienehypothese 
Der Zusammenhang zwischen einer relativen Sterilisierung der 
Lebensumgebung und einer daraus folgenden Prädisposition für das Entstehen 
atopischer Erkrankungen wird durch die Hygienehypothese beschrieben und ist 
durch verschiedene mikrobiologische sowie epidemiologische Studien belegt 
(47, 142, 143, 22). 
Entsprechend der Hygienehypothese stellt das mikrobielle Milieu der 
Umweltumgebung einen wichtigen Faktor zur Entstehung allergischer 
Erkrankungen dar. Aus einer relativen Sterilisation der Lebensumgebung ergibt 
sich demzufolge eine Prädisposition für Allergien. Zur Stützung dieser 
Hypothese finden sich in verschiedenen epidemiologischen und 
mikrobiologischen Studien deutliche Hinweise, wie zum Beispiel der Vergleich 
von Populationen aus Ost- und Westdeutschland vor 1989 sowie der Vergleich 
von ländlichen, insbesondere in der Landwirtschaft tätigen Populationen zu 
städtischen Populationen (47, 112, 113, 66, 114).  
Die Menge an Endotoxinen des mikrobiellen Umweltmilieus korreliert den 
Studien zufolge negativ mit der Zytokinproduktion von IL-10, IL-12, IFN-gamma 
und TNF-alpha sowie der Entstehung von allergischen Erkrankungen. Ein reger 
Kontakt zu mikrobiellen Endotoxinen führt offensichtlich zu einer größeren 











1.2 Klinik des Asthma bronchiale 
Als chronisch remittierende Erkrankung ist Asthma bronchiale gekennzeichnet 
durch akute Exazerbationen einhergehend mit akuter, plötzlich auftretender  
Dyspnoe. Das Expirium ist typischerweise verlängert und geht aufgrund der 
Verengung der Atemwege mit einem Giemen einher.  Aufgrund des erhöhten 
Sympathikotonus besteht Tachykardie. Als Akutkomplikation kann es zum Status 
asthmatikus kommen, einer länger als 24h bestehenden Symptomatik. Akute 
Lebensgefahr kann auftreten bei zunehmender Hypoxie und Hyperkapnie, 
einhergehend mit Bradykardie, zunehmender Erschöpfung und Somnolenz (76).  
 
1.3 Pathophysiologie des Asthma bronchiale 
Das Korrelat aller pathophysiologisch ablaufenden Prozesse ist eine anfallsartig 
auftretende Atemwegsobstruktion. Hier kommt es zum einen durch eine 
entzündungsbedingte Schwellung der bronchialen Schleimhaut zu einem 
Bronchialwandödem, zum anderen durch eine abnorme Schleimproduktion zu 
Hyper- und Dyskrinie und zum Dritten durch die glattmuskuläre 
Bronchokonstriktion zum Bronchospasmus (76). 
Letztendlich kann ein irreversibler Umbau der Atemwege resultieren, das 
Atemwegs-Remodeling, welches sich in erster Linie als eine subendotheliale 










1.4 Das erweiterte Konzept der Pathogenese des Asthma bronchiale 
1.4.1 Mechanismen der Allergieentstehung 
Immunologisch basiert die chronische Entzündungsreaktion auf einer 
komplexen Interaktion verschiedener Entzündungszellen wie T-Lymphozyten, 
Mastzellen, eosinophilen Granulozyten oder Antigen-präsentierenden Zellen 
und Strukturzellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen, bronchialen 
Epithelzellen und Myofibroblasten sowie deren Produkten. Eine verstärkte 
Expression proinflammatorischer Mediatoren und Zytokine wie zum Beispiel IL-
4, IL-5 oder IL-13 durch die am Entzündungsgeschehen beteiligten Zellen 
vermittelt die pulmonale  Entzündungsreaktion. CD4+-T-Lymphozyten besitzen 
hier einen zentralen regulatorischen Einfluss auf die Pathogenese der 
Inflammation; Dynamik, Ausprägung und Schweregrad wird durch die Sekretion 
spezifischer Zytokinmuster modifiziert und gesteuert (70, 14). 
Als zentrale Zellen in der Regulation des immunologischen und 
inflammatorischen Prozesses sind die T-Lymphozyten unter bestimmten 
Voraussetzungen in der Lage, sich aus naiven TH0-Zellen in effektorische T-
Helfer-Zellen zu differenzieren; prototypisch sind hierbei die Subtypen TH1- und 
TH2-Zellen. Diese T-Zellen können Effektorantworten auf der Ebene des 
angeborenen Immunsystems – hier repräsentiert durch eosinophile 
Granulozyten und Mastzellen – auslösen.  Aber auch auf der Ebene des 
erworbenen Immunsystems, nämlich der Ebene der B-Lymphozyten, können 
Effektorantworten herbeigeführt werden, und somit die Produktion von 
Antikörpern – hier im Besonderen IgE – gesteuert werden. T-Lymphozyten sind 
also durch die Differenzierung in den jeweiligen Subtyp in der Lage, 
unterschiedliche Immunantworten herbeizuführen (70, 14). Aus einer naiven 
CD4-positiven T-Helferzelle können also unter komplexen Bedingungen 
verschiedene Subtypen differenzieren, wobei die TH1 und die TH2-Zelle einen 





zellvermittelte Immunantwort, die TH2-Zellen eine humoral vermittelte. Bei 
atopisch veranlagten Menschen ist das Gleichgewicht zwischen den beiden 
Immunantworten gestört und zugunsten einer TH2-Antwort verschoben (14, 70, 
47). 
 
1.4.2 Die Sensibilisierungsphase 
Den Ausgangspunkt in der Immunpathogenese allergischer Entzündungen und 
somit auch den des Asthma bronchiale bildet die lokale Aufnahme des Allergens 
und der Kontakt zu antigenpräsentierenden Zellen im Rahmen der 
Sensibilisierungsphase (Erstkontakt). Die lokale Aufnahme erfolgt über die 
Schleimhäute des bronchialen bzw. respiratorischen Epithels, was eine 
Freisetzung von Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP), IL-33 und IL-25 zur Folge 
hat. TSLP aus den bronchialen Epithelzellen vermittelt nun die Migration und 
Aktivierung dendritischer Zellen. Durch  antigenpräsentierende Zellen, zu denen 
neben Makrophagen auch insbesondere das Netzwerk dendritischer Zellen des 
respiratorischen Epithels zählt, erfolgt eine Prozessierung des Antigens und eine 
Präsentation über MHC-Klasse-II-Moleküle. Die folgende Allergen- bzw. 
Antigenerkennung über den T-Zell-Rezeptor der zunächst noch naiven CD4-
positiven T-Lymphozyten vom Helfertyp führt je nach kostimulierenden 
Molekülen und vorherrschendem Zytokinmilieu sowie unter autokriner 
Stimulierung durch IL-2 zu einer klonalen T-Helfer-Zell-Proliferation, welche in 
der weiteren Folge einen IgE-Isotypenswitch in B-Zellen mit all den daraus 









1.4.3 Das TH1-/TH2-Konzept, Differenzierung der T-Lymphozyten 
Weiterhin erfolgt unter dem Einfluss der durch die Epithelzellen sezernierten 
Zytokine IL-33 und IL-25 die Freisetzung von IL-13 und IL-5 aus IL-25-Rezeptor-
positiven, MHC-Klasse-II-positiven Zellen, welche ihrerseits wiederum die 
Ausdifferenzierung naiver T-Zellen zu einer spezifischen Lymphozyten-
Subpopulation, nämlich den TH-2-Zellen induzieren (14, 42, 103, 124). 
Offensichtlich handelt es sich bei den IL-25-Rezeptor-positiven Zellen um MHC 
class II (high), CD11c(dull), und lineage(-)-Zellen, jedoch um welche Zellen 
konkret scheint noch nicht abschließend geklärt zu sein. 
Grundsätzlich vermögen die naiven oder TH0-Zellen sich in verschiedenste 
spezifische Effektor-Zellen zu differenzieren, jedoch erfolgt im Falle einer 
allergischen Erkrankung bzw. atopischen Prädisposition unter dem Einfluss 
diverser, im Folgenden näher ausgeführten, komplexer Signale, welche im 
Rahmen der Kommunikation zwischen den naiven T-Zellen sowie den 
antigenpräsentierenden Zellen ausgetauscht werden, die Differenzierung zu den 
TH2-Zellen. Bei nicht atopischen Individuen würde eine geringe Menge Antigen 
mit schwacher Affinität zum T-Zell-Rezeptor eher eine TH2-lastige 
Immunantwort auslösen, größere Mengen mit hoher Affinität eine TH1-Antwort 
(81). 
 
1.4.3.1 Die TH2-Differenzierung 
Die Induktion von TH2-Zellen ist prototypisch für das Entstehen atopischer 
Erkrankungen, die präferenzielle Differenzierung in den TH-2-Phänotyp wird 
vermutlich gesteuert durch genetische Gegebenheiten wie auch durch die 
Interaktion dieser genetischen Voraussetzungen mit Umwelteinflüssen wie dem 
mikrobiellen Milieu, welches unter anderen Gegebenheiten Immunantworten 





Eine mögliche Bedeutung kommt hier dem von den bronchialen Epithelzellen 
produziertem Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP) sowie dem GM-CSF zu. 
Diese spielen eine Rolle in der Art und Weise, wie eine Dendritische Zelle 
aktiviert wird, und können so mit dazu beitragen, ob die Reaktion auf ein 
Allergen entweder eine TH2-Antwort oder Toleranz generiert. Eine weitere 
Schlüsselfunktion liegt in kostimulierenden Signalen. Eine T-Zelle benötigt zur 
Aktivierung neben einem antigenspezifischen Signal über die Bindung von 
Antigen über den T-Zell-Rezeptor und Interaktion mit MHC-Klasse-II-Molekülen 
ein weiteres Signal über kostimulierende Moleküle. Diese ebenfalls von APC-
Zellen exprimierten Oberflächenmoleküle können sowohl inhibierende Wirkung 
als auch aktivierende Wirkung haben. So kann eine Interaktion von APC-
ständigem CD80 mit dem T-Lymphozyten-CD28 diesen aktivieren; eine 
Interaktion zwischen APC-CD86 mit dem zytotoxischen T-Lymphozyten 
assoziierten Antigen CTLA-4 inhibiert diesen und reguliert die Immunantwort 
hin zur Toleranz (14, 104). 
Zur Transformation in eine TH2-Zelle führt die Stimulation des T-Zell-Rezeptors 
der naiven CD4+-T-Zelle und Induktion des Transkriptionsfaktors NFAT1, welcher 
in Anwesenheit von IL-4 und auch IL-6 die Expression des nukleären 
Transkriptionsfaktors GATA3 induziert - eines kritischen Regulators der TH2-
Differenzierung (104, 6, 111, 127). Durch Aktivierung des IL-4-Rezeptors durch 
seinen Liganden IL-4 wird über STAT6 (signal transducer and activator of 
transcription 6) ebenfalls der Transkriptionsfaktor GATA3 aktiviert. GATA3 wird 
phosphoryliert und aktiviert durch p38 MAPK, was in einer Translokation aus 
dem Zytosol in den Kern resultiert, um hier in der Folge Gene auf Chromosom 
5q31-33 zu aktivieren, die wiederum für IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 und GM-CSF 
kodieren (14, 104, 70, 6, 111, 127). 
GATA3 inhibiert STAT-4 sowie T-bet (den Transkriptionsfaktor, der den TH1-
Zelltyp reguliert), wodurch eine TH2-Polarisation entsteht. Im Umkehrschluss 





involviert in die TH2-Differenzierung wie beispielsweise NF-IL-6, AP-1 und c-Maf. 
Eine IL-4 unabhängige Weise der TH2-Transformation wurde über die 
Aktivierung von Notch Rezeptoren auf naiven T-Zellen vorgeschlagen, welche 
ebenfalls eine GATA3-Expression induzieren können (104, 70, 14). 
 
1.4.3.2 Die TH1-Differenzierung 
Grundsätzlich ist unter anderen Gegebenheiten auch eine Differenzierung einer 
TH0-Zelle in einen TH1-Lymphozyten möglich, welche eine herausragende Rolle 
in der Abwehr viraler, aber auch bakterieller oder fungaler Infektionen spielen.  
Eine Differenzierung in den TH1-Typ erfolgt in Gegenwart von IL-12, welches 
über Bindung an seinen Rezeptor auf der naiven TH0-Zelle die 
Transkriptionsfaktoren STAT4 und in der Folge T-Bet (T-box expressed in T-cells) 
aktiviert (127). Dies ist Voraussetzung zur TH1-Differenzierung und zur 
Produktion TH1-definierender Zytokine (104, 115, 44, 74). Eine Aktivierung der 
Toll-like-Rezeptoren (TLRs) auf Makrophagen oder dendritischen Zellen bedingt 
die Sezernierung diverser Zytokine, unter denen IL-12 hier von herausragender 
Bedeutung ist. Über STAT4 und T-bet werden nun Gene aktiviert, die eine TH1-
Differenzierung und die Produktion der TH1-typischen Zytokine IFN-gamma, IL-2 
und TNF-beta bedingen (74). 
Im Umkehrschluss vermag T-bet die Produktion TH2-typischer Zytokine zu 
unterdrücken und kann unter bestimmten Voraussetzungen TH2-Zellen in TH1-








Abb. 1: TH-Zell-Differenzierung, Regulation durch Zytokine und Transkriptions-
faktoren. Aus O´Garra et al. (115) 
 
1.4.3.3  Toll-like-Rezeptoren, regulatorische T-Zellen und TH17-Zellen 
Die Differenzierung der T-Zellen wird wie beschrieben maßgeblich durch das 
vorherrschende  Zytokinmilieu beeinflusst. In diesem Zusammenhang sind auch 
die Toll-like-Rezeptoren (TLR) der Antigen-präsentierenden Zellen (APC) von 
Bedeutung. Über TLR werden unterschiedliche pathogen-associated molecular 
patterns (PAMP) erkannt, und in Abhängigkeit davon werden bestimmte 
Zytokinmuster sezerniert, welche wiederum zur T-Zell-Differenzierung 
beitragen. Klassischerweise zählen zu den PAMP mikroorganismen-assoziierte 
Antigene wie Zellwandstrukturen, Lipoteichonsäure, Lipopolysaccharide, 
Peptidoglycan etc. Unter regelhaften Bedingungen wird nach Aktivierung der 





Folge hat (IL-12, IL-18, IFN-alpha) oder aber proinflammatorisch wirken. Jedoch 
gibt es auch TLR-Liganden, die über die Induktion einer IL-10-Produktion eher 
eine TH2-Polarisation bewirken (96, 127, 6, 43, 115). 
Ein weiterer Mechanismus, der in die T-Zell-Differenzierung eingreift, sind 
sogenannte regulatorische T-Zellen oder auch T-Zell-Populationen, die erst in 
jüngster Zeit neu entdeckt worden sind, wie die TH17-Zellen (70).  
Eine sowohl CD4 und CD25 als auch den Transkriptionsfaktor forkhead box 
(FOX) p3 exprimierende T-reg-Zell-Population differenziert sich aus naiven TH0-
Zellen unter Einwirkung von IL-10 und Interferon-gamma (111, 115). Durch IL-10 
und TGF-beta wiederum vermögen sie TH1 und TH2-Zellen zu supprimieren. Sie 
konkurrieren mit anderen T-Zellen um den Wachstumsfaktor IL-2 und können 
die Ausdifferenzierung dendritischer Zellen modulieren. Über IL-10 
supprimierten T-reg-Zellen die Aktivität von Mastzellen, Eosinophilen und 
Basophilen und inhibieren einen Isotypenswitch zu IgE in B-Zellen (111, 115). 
TH17-Zellen scheinen eine Art Gegenspieler von T-reg-Zellen zu sein. Über IL-17 
fördern TH17-Zellen proinflammatorische Prozesse (119, 111, 177). 
 
1.4.4 Effektorzytokine 
Die unterschiedlichen T-Zell-Subpopulationen werden definiert über das 
Spektrum und Muster der von ihnen mehr oder weniger selektiv synthetisierten 
und sezernierten Zytokine (siehe Tabelle 1a und 1b). TH2-Zellen sind also eine 
Spezies von Effektor-T-Zellen, die sich über ein  Zytokinspektrum definieren, 
welches insbesondere Interleukin-4, IL-5, IL-9 und IL-13 beinhaltet (56, 73, 162). 
Die dem gegenüberstehenden TH1-Zellen sind gekennzeichnet vor allem durch 
die Produktion von Interferon-gamma, jedoch auch IL-2 und TNF-alpha. 
Zwischen beiden T-Zell-Subpopulationen besteht ein sich gegenseitig 





TH-2-Zytokine supprimiert, eine TH-2-Antwort wird durch TH-1-Zytokine, also 
insbesondere durch INF-gamma, inhibiert. 
 
 
Abb. 2: Dichotomie der TH1/TH2-Entwicklung aus TH0-Zellen vor dem Hintergrund 
beteiligter Zytokine, aus O´Garra et al. (115) 
 
1.4.5 Die Effektorphase 
Im Falle des Asthma bronchiale lässt sich häufig eine durch TH2-Zellen 
dominierte Immunantwort beobachten (89, 9). 
Das vom TH2-Phänotyp produzierte Zytokinspektrum reguliert wesentliche 
Mechanismen der allergischen Immunantwort, so haben IL-4 und IL-13 eine 
herausragende Bedeutung bei der Induktion der IgE-Synthese über die 
Aktivierung und Differenzierung von B-Lymphozyten hin zu IgE-produzierenden 





folgende Aktivierung von Mastzellen über eine klassische IgE-vermittelte 
Immunreaktion vom Soforttyp zugrunde (88).  
Die im Rahmen des Erstkontakts (Allergenprozessierung und –präsentation über 
MHC II, T- und B-Zell-Aktivierung, IgE-Isotypenswitch) gebildeten spezifischen 
IgE-Antikörper binden hochaffine FĐε-Rezeptoren auf eosinophilen 
Granulozyten und insbesondere auf Mastzellen. Bei einem erneuten 
Allergenkontakt (Zweitkontakt) degranulieren diese nun nach Kreuzvernetzung 
der membranständigen Antikörper, was zur Freisetzung von löslichen 
Entzündungsmediatoren wie Histamin oder Mediatoren aus dem 
Arachidonsäuremetabolismus wie Prostaglandinen, Leukotrienen oder biogenen 
Aminen und Proteoglycanen aus präformierten Granula führt. Dies bedingt die 
allergische Frühphase (88).  
Die Mastzellen ihrerseits werden jedoch auch direkt durch TH-2-Zellen reguliert: 
IL-4 wie auch das neu entdeckte IL-9 haben regulatorischen Einfluss auf 
Mastzellen.  
Die asthmatische Frühreaktion entwickelt sich in nur wenigen Minuten nach 
Allergenexposition und imponiert klinisch durch eine ausgeprägte 
Bronchialverengung, die sich in der Regel im Verlauf von ein bis zwei Stunden 
wieder zurückbildet (88).  
In der Spätphase wirken kurzfristig durch IgE-kreuzvernetzte Mastzellen neu 
synthetisierte Lipide wie Prostaglandine und Leukotriene, welche einerseits 
stark bronchokonstriktorisch wirken und andererseits die lokale Inflammation 
unterhalten. Hinzu kommt eine unter anderem durch IL-5 vermittelte 
Akkumulation von eosinophilen Granulozyten (88). 
Darüber hinaus wirkt das die Mast- und B-Zellen aktivierende IL-4 (wie auch das 
IL-10) hemmend auf die IL-2 und IFN-gamma produzierenden TH-1-Zellen und 
kann somit die Dominanz einer TH-2-gesteuerten Inflammation aufrecht 





eine Synthese und Sekretion von INF-gamma die Proliferation von B-Zellen und 
die Freisetzung von IgE inhibiert werden (88). 
 
1.4.6 Die Chronifizierung 
Ein weiterer Aspekt in einer TH-2 dominierten Effektorantwort ist eine über IL-
13 induzierte Becherzellmetaplasie einhergehend mit vermehrter Mucus-
Bildung (136) und Fibrose der Atemwege (177). Weitere Konsequenzen 
schließen die Hyperreagibilität der glatten Muskelfasern (3, 35, 57, 150) sowie 
letztendlich ein Remodeling (34) ein. 
Einen besonders herausragenden Stellenwert in der TH2-Entzündungsantwort 
haben die eosinophilen Granulozyten. Im Gegensatz zur genannten 
Frühreaktion ist die asthmatische Spätreaktion durch eine Dominanz eben 
dieser Zellen gekennzeichnet, die auch langfristig eine Reihe morphologischer 
Veränderungen induzieren. Via IL-5, welches von den TH2-Zellen freigesetzt 
wird, kommt es zu einer nachhaltigen Entwicklung und Aktivierung von 
eosinophilen Granulozyten im Knochenmark. Nach einer Akkumulation am Ort 
des Entzündungsgeschehens im Bronchialgewebe wirken sie über die 
Freisetzung eines breiten Spektrums an Entzündungsmediatoren. Die 
Inflammation wird unterhalten durch verschiedene Lipidmediatoren, Zytokine, 
hochtoxische Mediatoren wie Sauerstoffradikale oder eine Reihe basischer 
Proteine, wie unter anderem das Major Basic Protein (MBP), das Eosinophil 
Derived Neurotoxin (EDN), der Plättchen Aktivierende Faktor (PFA), 
Prostaglandin E2 (PGE2) und insbesondere das hochtoxische Eosinophile 
Kationische Protein (ECP). Gerade das ECP als sezernierte, lokal zytotoxisch 
wirkende Ribonuklease der Superfamilie RNase A zeichnet maßgeblich 





Im weiteren Geschehen entstehen T- und B-Gedächtniszellen, welche nun eine 
schnellere Reaktion auf wiederholte Stimuli ermöglichen und zur 
Chronifizierung der Erkrankung beitragen. 
 
Abb. 3: Mechanismen der Allergie: Das erweiterte Konzept der Pathogenese des 
Asthma bronchiale, Interaktion und Effekte beteiligter Immunzellen und deren 
Zytokine. Aus Holgate et al. (70) 
 
Die geschilderten Mechanismen, Effekte und Zusammenhänge bilden die 
Grundlage für das so genannte Atemwegsremodeling, dem kausal eine von 
Eosinophilen dominierte Gewebeinfiltration zugrunde liegt. Im Rahmen der 
durch TH2-Zellen und eosinophilen Granulozyten aufrecht erhaltenen 





Bronchialepithels, einer Hyperplasie der glatten Myozyten und Drüsenzellen 
sowie einer Verbreiterung der bronchialen Basalmembran (19, 88). 
Folge des chronischen Inflammationsgeschehens ist eine peribronchiale 
Fibrosierung der Atemwege und die hieraus resultierende Verengung des 
Atemwegsquerschnitts, die Reduktion der Elastizität der Atemwege und eine 
Fixierung der Bronchialobstruktion mit persistierender Symptomatik. 
 
Abb. 4: Rolle des eosinophilen Granulozyten beim Atemwegsremodeling im Rahmen 
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1.5 Target-basierte Therapieansätze 
Die oben ausgeführten Zusammenhänge der mediatorvermittelten 
Interaktionen im inflammatorischen Geschehen zeigen zumindest in der Theorie 
vielfältige pharmakologische Eingriffsmöglichkeiten auf. Insbesondere die 
löslichen Mediatoren wie Zytokine aber auch spezifische Rezeptoren bieten sich 
als Target für eine hochspezifische, zielorientierte und targetbasierte 
therapeutische Intervention an. Denkbar ist unter anderem eine 
Antagonisierung beteiligter proinflammatorischer Zytokine des TH2-Signalweges 
oder weiterer Mediatoren bzw. deren Rezeptoren durch monoklonale 
Antikörper oder aber eine Induzierung anti-allergischer, anti-inflammatorischer 
Signalwege (z.B. TH1-Effektor-Antworten) durch rekombinante Proteine (z.B. 









Abb. 5: Ansatzpunkte für potentielle Target-basierte Therapie: 
Interventionsmöglichkeiten in der Pathogenese durch spezifische Blockade von 
Zytokinen, Rezeptoren und Antikörpern durch Biologicals. Aus Holgate et al. (70) 
 
Das aus der Grundlagenwissenschaft entwickelte Modell der Pathogenese, 
welches Asthma nahezu synonym mit einer T-Helfer-2-Zell vermittelten Störung 
sieht, liefert mit dem Paradigma einer aktivierten TH2-Signalkaskade (sowohl 
up- als auch downstream) eine Vielzahl potentieller pharmakologischer Targets. 
Diese Vielzahl setzt sich zusammen aus den klassischen TH2-Zytokinen, jedoch 
auch aus weiteren proinflammatorischen Zytokinen wie TNFalpha, IL-1, LTB4, 
Adhäsionsmolekülen wie VLA-4, CD11a, kostimulierenden Faktoren wie CTLA-
4/B7, OX40/OX40L, als auch darüberhinausgehenden weiteren modulatorischen 





oder auch anti-inflammatorischen TH1-Zytokinen wie IFN-gamma oder auch IL-
10 und IL-12.  
In diversen Studien der jüngeren Zeit ist genau dieser Ansatz verfolgt worden 
und vielfältige potentielle Antagonisten oder Agonisten sind in Phase I und IIa – 
Studien erprobt worden - mit dem Ergebnis, dass sich lediglich zwei 
Wirkstoffklassen als erfolgreich durchsetzen konnten, nämlich die Leukotrien-
Rezeptorantagonisten und die Antikörper gegen IgE (Anti-IgE). Sämtliche andere 
Ansätze wurden eingestellt aufgrund vielfältiger Gründe wie z.B. 
Wirkungslosigkeit, fehlende statistische Signifikanz in randomisierten, Placebo-
kontrollierten, doppelblinden klinischen Studien, Auftreten von 
Nebenwirkungen etc.  
Die Blockade oder Manipulation der potentiellen Targets durch beispielsweise 
monoklonale Antikörper oder antisense-Nukleotide zeigt zwar in verschiedenen 
Mausmodellen überwiegend hervorragende Wirksamkeit, jedoch unter 
anderem aus den genannten Gründen keine Übertragbarkeit auf den Menschen 
(70, 104). 
Es stellt sich die Frage, warum die in der immunologischen Theorie plausiblen 
und in Tiermodellen hervorragend wirksamen Ansätze sich nicht als 
pathogenetisch orientierte Therapie auf den Menschen übertragen lassen. Eine 
Antwort könnte die Tatsache geben, dass die möglicherweise oder offensichtlich 
mehr oder weniger individuelle Relevanz der spezifischen Targets nicht 
ausreichend in unterschiedlichen Patientenkollektiven validiert wurde. Ein 
negatives bzw. nicht signifikantes Ergebnis in der Überprüfung der potentiellen 
therapeutischen Targets bedeutet nicht zwingend, dass das pathogenetische 
Modell in sich falsch wäre, sondern lässt eben auch die Schlussfolgerung zu, 
dass es in der Pathogenese interindividuelle Unterschiede im Patientenkollektiv 
gibt, dass also die pathogenetische Relevanz eines Targets im Gesamtkollektiv 





differierende Wege der Fehlregulation beschritten werden, wo die Bedeutung in 
der Pathogenese ein und desselben Targets nicht den gleichen Stellenwert und 
nicht die gleiche Bedeutung hat. Die Rolle der Targets ist also nicht per se falsch, 
sondern nur nicht gleichermaßen bedeutsam, wenn unterschiedliche 
pathogenetische Wege beschritten werden. 
Ein Beispiel hierfür bildet jüngst eine Studie (48), die den Effekt von zwei anti IL-
13-Antikörpern in der Behandlung des milden bis moderaten Asthma untersucht 
hat. Es gibt Evidenz, dass Interleukin-13 in der Pathogenese des (allergischen) 
Asthma eine tragende Funktion innehat. In vitro vermag es diverse Asthma-
relevante zelluläre Antworten vermitteln, so wie die IgE-Synthese, Produktion 
von eosinophilen Chemoattractants, Reifung und Differenzierung von Mucus-
sezernierenden Becherzellen und Produktion von extrazellulären 
Matrixproteinen. Es ist evident, dass IL-13 ein Signal in der Differenzierung von 
Myofibroblasten darstellt, als auch eine verstärkte Kontraktilität glatter 
Muskelzellen als Antwort auf Cholin-Agonisten herbeiführt (48).  
Die beiden anti-IL-13-Antikörper IMA-638 und IMA-026 sind zwei vollständig 
humanisierte IgG1 Antikörper, welche an unterschiedliche Epitope des 
Interleukin-13 binden und dieses zu neutralisieren vermögen (48). Die genannte 
Studie konnte zeigen, dass die anti-IL-13-Antikörper gegenüber Placebo zwar 
eine zumindest teilweise signifikante Reduzierung der asthmatischen Früh- und 
Spätantwort nach Allergenchallenge in Bezug auf die Abnahme des klinischen 
Parameters forcierte Einsekundenkapazität (FEV1) bewirkten, jedoch blieb der 
Effekt ausschließlich hierauf begrenzt. Es gab jedoch keinen Effekt weder des 
einen noch des anderen Antikörpers auf die Atemwegshyperreagibilität 
gegenüber Metacholin, noch auf die Anzahl der Blut- oder Sputum-Eosinophilen 
oder die Serum-IgE-Level. Möglicherweise ist der Effekt jedoch systematisch 





Aus den oben geschilderten Beobachtungen lässt sich die Möglichkeit ableiten, 
dass im Gesamtkollektiv der Asthmatiker also weitere Subpopulationen 
existieren, welche differierende Wege in der Pathogenese beschreiten, in der 
ein Target – in diesem Beispiel das IL-13 -  in einem Fall von größerer und im 
anderen Fall von geringerer Relevanz bzw. pathogenetischer Bedeutung ist. 
Wenn also innerhalb einer definierten Subpopulation, in der das jeweilige 
Target eine relevantere Rolle spielt, erneut die Wirksamkeit einer Target-
orientierten Therapie überprüft würde, könnte sich hier ein durchaus 
signifikantes Ergebnis ableiten. 
So ist offensichtlich, dass es neben den gemeinsamen pathophysiologischen 
Reaktionen aller Asthmatiker (Limitation des Atemflusses, Obstruktion, 
Hyperreagibilität, etc.) eine klinische Heterogenität bezüglich Grad der Schwere 
der Obstruktion und weiterer Symptome, Grad der Reversibilität, Häufigkeit und 
Schwere von Exazerbationen, Variationen von Triggerfaktoren, Langzeitfolgen 
wie Fibrose und Remodeling und insbesondere eine Heterogenität bezüglich des 
Ansprechens auf Cortikosteroide besteht.  So zeigen bis zu 30 – 45% aller 
Asthmatiker keine Verbesserung der Lungenfunktion unter Therapie mit 
hochdosierten inhalativen Cortikosteroiden (145, 97) . 
Aufgrund der Tatsache, dass es also Responder und Non-Responder auf 
unterschiedliche Therapieansätze gibt, lässt sich also die Vermutung ableiten, 
dass es unterschiedliche Subpopulationen oder pathogenetisch orientierte 
Phänotypen des Asthma gibt. Bekannt und gebräuchlich ist die Einteilung in die 
an klinischen Kriterien orientierten Phänotypen allergisches und nicht-
allergisches Asthma. Darüber hinaus sind weitere eingangs beschriebene 
klinisch definierte Phänotypen bekannt. 
Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, ob sich eine Einteilung in 
(zunächst) zelluläre Phänotypen finden lässt, welche durch immunologische 





Patienten aufgrund dieser immunologischen Muster zu besseren klinischen 
Erfolgen bzw. zu einem besseren klinischen Outcome von klinischen Studien 
führt. Wenn also die potentiellen Responder anhand von immunologischen 
Markern zuvor selektiert werden könnten, könnte eine Individualisierung und 
Therapiestratifizierung möglicherweise zu signifikanten Ergebnissen in der 
klinischen Überprüfung führen, und die Effekte und Wirkungen dieser Target 
basierten Therapieansätze würden möglicherweise nicht mehr wie bisher 
systematisch unterschätzt.  
Diverse Ansätze zum Verständnis dieser Unterschiede wurden mit dem Ziel 
verfolgt, aufgrund des jeweiligen Asthma-Phänotyps nicht nur prognostische 
Aussagen treffen zu können, sondern auch einen Responder bezüglich der neu 
entwickelten oder zu entwickelnden Target-basierten Therapeutika bzw. 
Zytokin-basierten Biologicals zu identifizieren (14). 
 
1.6 Zelluläre Phänotypen 
Die Anzahl der eosinophilen Granulozyten im induzierten Sputum stellt ein 
adäquates Kriterium zur Differenzierung zellulärer Phänotypen dar; ebenso wie 
auch die Anzahl der Neutrophilen im Sputum als ein weiteres differenzierendes 
Kriterium gesehen werden kann. Die Einteilung in ein eosinophiles (eosinophile 
Granulozyten im Sputum > 1,9%) und ein nicht-eosinophiles (eosinophile 
Granulozyten im Sputum < 1,9%) Asthma korreliert zwar nicht mit dem 
klinischen Schweregrad der Erkrankung, zeigt jedoch unterschiedliche 
qualitative klinische Ausprägungen und im Besonderen ein differierendes 
Ansprechen auf Therapie. Nicht eosinophiles Asthma findet sich bei 25% der 
Patienten ohne Therapie und bei ungefähr der Hälfte der Patienten unter 
(Steroid-) Therapie (59). 
Durch die zellulären Marker Eosinophile und Neutrophile im induzierten Sputum 





nämlich ein eosinophiler Typ, ein neutrophiler Typ, ein gemischtzelliger Typ 
sowie ein pauci-granulozytärer Typ (Abwesenheit von Granulozyten). (59, 63, 
123). 
Tabelle 2: Vier zelluläre Phänotypen. Der relative Anteil von Eosinophilen und 
Neutrophilen im induzierten Sputum definiert vier zelluläre Phänotypen mit 
Korrelation zu klinischen Parametern. Haldar P, Pavor ID. (59) 
 
Nicht-eosinophil  
(< 1.9 %)  
Eosinophil  
(> 1.9 %)  
Normale  
Neutrophile  
(< 61 %)  
Paucigranulocytär 
 
- Kontrolliert oder intermittierend 
- Ggf. andere Diagnose 
 
  Eosinophil  
 
- Allergisches Asthma 




(> 61 %)  
Neutrophil 
 
- Akute Infektion (bakteriell oder 
viral) 
- Chronische Infektion 
(Chlamydien, Adenoviren) 
- Raucher 











      
 
Ein Vergleich zwischen Patienten mit und ohne Eosinophilie zeigte, dass nicht-
eosinophiles Asthma schlecht auf den Goldstandard, nämlich die Behandlung 
mit inhalativen Cortikosteroiden, ansprach (121, 54). Bei schweren 
Ausprägungsgraden geht nicht eosinophiles Asthma einher mit einem 






Eosinophilie wird häufig gesehen im klassischen atopischen Asthma mit 
Allergen-vermittelter Entzündung und zeigt – ausgenommen sehr schwere 
Verläufe – ein gutes Ansprechen auf inhalative Cortikosteroide (59, 158, 40, 11, 
21, 50). 
Im Gegensatz hierzu ist das neutrophile Asthma (neutrophile Granulozyten im 
Sputum > 61%) assoziiert mit akuten und chronischen Infektionen, Adipositas, 
Tabak-Rauchen, schwerem Asthma und häufigeren Asthma-Exazerbation, sowie 
einer Exposition von Umweltgiften (59, 158, 40). Neutrophilie geht einher mit 
einer reduzierten Lungenfunktion gemessen anhand der forcierten 
Einsekundenkapazität (FEV1). 
Gemischtzellige Phänotypen werden beobachtet in refraktären Verläufen 
einhergehend mit der schlechtesten Lungenfunktion und der höchsten 
Exazerbationsfrequenz. Mehrere Studien konnten zeigen, dass mit 
abnehmender Eosinophilenzahl auch das Ansprechen auf Cortikosteroide 
abnimmt (59, 63). 
Hieraus lässt sich die Vermutung ableiten, dass eine Inhibierung eines 
Signalweges, welcher zu einer Rekrutierung und Aktivierung eosinophiler 
Granulozyten führt, eher bei einem zellulären Subtyp, der durch die Wirkung 
von Eosinophilen vermittelt und getragen wird, zu einem signifikant positivem 
Ergebnis führt und eben nicht bei einem neutrophilen oder pauci-
granulozytären Typ.  
In unselektionierten Kollektiven von Asthma-Patienten hat - wie oben 
beschrieben das aus der Grundlagenwissenschaft entwickelte Paradigma der 
TH2-Entzündungsantwort vorausgesetzt (104) - die Testung von Antikörpern 
gegen Interleukin-5 – analog zu diversen anderen potentiellen Therapietargets 
wie weiteren TH2- oder proinflammatorischen Zytokinen, Adhäsionsmolekülen 
oder costimulierenden Faktoren - kein signifikantes Ergebnis in Bezug auf vor 





gegenüber der Placebo-kontrollierten Kontrollgruppe erbracht. Die 
wissenschaftliche Rationale liegt beim Einsatz von Anti-IL-5-Antikörpern in der 
zentralen Funktion des IL-5 bei der Induktion und Aktivierung eosinophiler 
Granulozyten.  
Nach vorhergehender Stratifizierung der Patienten und der Selektion anhand 
zellulärer Phänotypen (eosinophiles Asthma, Eosinophile im Sputum > 3%) 
konnten Studien nachweisen, dass der Focus auf dieses Target (IL-5) in einem 
selektionierten Patientengut (eosinophiles Asthma) ein signifikantes positives 
Ergebnisse in Bezug auf die Wirksamkeit gegenüber Placebo erbrachte (104, 63). 
 
Abb. 6: Therapie mit monoklonalen anti-IL-5-Antikörpern (Mepolizumab) verringert 
in einer Subgruppe von Asthmatikern signifikant die Rate an Exazerbationen; 
Nachweis durch doppelblinde, randomisierte, Placebo kontrollierte Studie über 26 





Patienten mit schwerem Asthma vom eosinophilen Typ (Eosinophile im Sputum 
> 3%), welche trotz oraler Steroide noch eine ausgeprägte Eosinophilie im 
Sputum aufwiesen, zeigen unter Behandlung mit monoklonalen Anti-
Interleukin-5-Antikörpern nun eine signifikante Besserung (109). 
Analog zeigen Patienten mit schwerem steroidrefraktärem eosinophilen Asthma 
(Eosinophile im Sputum > 3% trotz inhalativer oder oraler Steroidgabe) und 
rezidivierend schweren Exazerbationen eine signifikante Wirkung unter 
Therapie mit Anti-IL-5-Antikörpern (58). 
 
Abb. 7: Therapie mit monoklonalen anti-IL-5-Antikörpern (Mepolizumab) verringert 
in einer Subgruppe von Asthmatikern signifikant die Rate an Exazerbationen; 
Nachweis durch doppelblinde, randomisierte, Placebo kontrollierte Studie über 12 






Dies kann als Bestätigung der Annahme gesehen werden, dass unter 
bestimmten Gegebenheiten ein spezifischer, stratifizierter Therapieansatz bei 
dafür selektionierten Patienten zu klinischen Erfolgen führen kann. 
 
Abb. 8: Zytologische Phänotypen, Assoziation zu klinischen Phänotypen, Proof of 
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Klinisches proof of concept, Effektivität spezifischer molekularer 
Therapien nach Stratifizierung anhand des zellulären Phänotyps 
• n = 19 Asthma-Patienten 
• Einschlusskriterien: ICS und orale Steroides 
sowie Eosinophile > 3 % (Sputum) 
Nair et al. 2009  
Anti-IL-5-Antikörper 
(Mepolizumab) 
• N = 61 Asthma-Patienten 
• Einschlusskriterien: Hohe Dosen ICS, 2 Episoden 
oraler Steroides, Sputum Eosinophile > 3% 







Exazerbationsrate in der Gruppe 





1.7 Molekular-immunologische Phänotypisierung 
1.7.1 molekulare Phänotypen  
Die Tatsache, dass es offensichtlich unterschiedliche (zunächst zelluläre) 
Phänotypen bzw. (zelluläre) Subpopulationen im Gesamtkollektiv der 
Asthmatiker gibt, lässt die Schlussfolgerung zu, dass offensichtlich 
unterschiedliche Signalwege in der Pathogenese beschritten werden. 
Zur Entwicklung neuer pharmazeutischer Targets ist es also notwendig, diese 
Signalwege zu kennen beziehungsweise die jeweilige Subpopulation, in welcher 
der spezifische Signalweg beschritten wird, zu identifizieren und von anderen zu 
unterscheiden, damit der Target-basierte therapeutische Ansatz überhaupt 
signifikant wirken kann. Zum Zwecke der Therapiestratifizierung und einfachen 
Identifizierung von potentiellen Respondern unterschiedlicher Therapieansätze 
müssten Biomarker etabliert werden können, welche unproblematisch und 
kostengünstig zu gewinnen sind. Dieser Aufgabe könnten Plasmaproteine 
gerecht werden.  
Unter anderem vor diesem Hintergrund sind weitere Studien zu sehen, welche 
versuchen, die Einteilung der verschiedenen Subpopulationen nicht anhand von 
klinischen oder demographischen multivariaten Clusteranalysen oder anhand 
der oben beschriebenen aufwendigen zytologischen Untersuchungen im 
induzierten Sputum vorzunehmen, sondern noch einen Schritt weiter gehen als 
die bislang vorausgegangenen klinischen oder zytologischen 
Phänotypisierungen (8). 
Anhand von molekular-immunologischen Phänotypisierungen konnte eine 
Veränderung der Genexpression nachgewiesen und nachvollzogen werden, 
deren Genprodukte möglicherweise die Fähigkeit besitzen, die von brauchbaren 





Mehrere Studien haben hier deutliche Fortschritte bezüglich des Verständnisses 
der Heterogenität auf molekularbiologischer Ebene durch die statistische 
Methode des Unsupervised Hirachical Clustering die Genexpression betreffend 
erbracht. Dieser Ansatz beinhaltet zunächst die Anwendung von Micro-Arrays 
zur Bestimmung der jeweiligen Genexpression im Sinne von Herauf- oder 
Herabregulierung sämtlicher auf den Arrays abgebildeter Gene, und die daran 
anschließende statistische Auswertung, um Cluster, Muster und Profile zu 
erkennen.  
In einer Studie von Baines et al. (8) wurde dieser Ansatz verfolgt, der mittels 
Genanalyse eine Phänotypisierung auf einem transkriptionalen Level vornimmt. 
Aus induziertem Sputum von erwachsenen Asthma-Patienten wurde mRNA 
extrahiert und hieran die Genexpression untersucht, also die Herauf- oder 
Herunterregulation unterschiedlichster Gene. Die Genexpressionsanalysen 
wurden mittels eines Gen-Arrays durchgeführt, auf welchem mehrere tausend 
Gene abgebildet sind. Folgende Fragen sollten beantwortet werde: Welche 
Gene sind es, die einer veränderten Expression zugrunde liegen, welchen 
Kategorien lassen sie sich zuordnen und vor allem lassen sich durch 
Hierarchisches Clustering molekularbiologische Phänotypen identifizieren, 
welche möglicherweise sogar einem klinischen oder zellulären Phänotyp 
entsprechen. Die Anwendung von Whole-Genome-Gene-Expression Microarrays 











                         TAP 1     TAP 2     TAP 3     Kontrolle 
 
Abb. 9: Hierarchisches Clustering basierend auf Transkriptomanalysen aus 
induziertem Sputum identifiziert drei verschiedene Translationale Asthma 
Phänotypen, diese molekularen Signaturen sind assoziiert mit klinischen 
Asthmaphänotypen. Heat map dendrogram der 330 unterschiedlich exprimierten 
Gene: blau repräsentiert ein niedrigeres Level der Expression, rot ein höheres. Aus 
Baines et al. (8)  
 
Durch statistische Analyse und das Verfahren des Unsupervised Hierarchical 
Clustering konnten drei Subgruppen identifiziert werden. 
Der erste Translationale Asthma Phänotyp (TAP1) zeigt im Vergleich mit 
klinischen und zellulären Befunden ein erniedrigtes prozentuales FEV1, hohe 





Anteil an Eosinophilen im Sputum. TAP 2 zeigt unter Berücksichtigung klinischer 
und zytologischer Informationen ebenfalls erniedrigte prozentuale FEV1-Werte, 
jedoch eine hohe Sputum-Neutrophilie. TAP3 lag im Abgleich mit zuvor 
erhobenen Parametern inflammatorisch im Bereich der gesunden Kontrollen 
mit einer leicht erhöhten Anzahl von Makrophagen im Sputum. Es zeigten sich 
also Korrelationen und Parallelen der molekularen Phänotypen durch Gen-
Array-Analyse und Hierarchischem Clustering mit zuvor beschriebenen 
klinischen und zellulären Subpopulationen. Tap 1 scheint assoziiert zu sein mit 
erhöhter Eosinophilie, TAP 2 ist assoziiert mit einem neutrophil dominierten 
Zelltyp und TAP 3 gibt in etwa den paucigranulozytären und gemischtzelligen 
Typ wieder (8). 
Eine genauere Betrachtung der unterschiedlich exprimierten Gene ergab eine 
Zuordnung zu Kategorien von Genen, die involviert sind in Immunität, 
Entzündung, (Infekt-) Abwehr, Chemotaxis, Wachstum (Proliferation und 
Wundheilung). Neben einer Immun- und Entzündungsrelevanz zeigten sich 
Gene bestimmter Signalwege überrepräsentiert wie beispielsweise des TNF-
alpha - NF-kappaB-Signalwegs (8). 
So offenbarte sich eine Heraufregulation bestimmter Gene des IL-1 und TNF-
alpha/NF-kB-Signalweges im neutrophilenreichen TAP2; TAP1 hingegen zeigte 
eine hohe Eosinophilie und repräsentiert somit auch im Abgleich mit klinischen 
Parametern den eosinophilen Zell-Phänotyp. TAP 3 korreliert mit dem 
paucigranulozytären Phänotyp sowie den gesunden Kontrollen. (8) 
Die drei unterschiedlichen transkriptionalen Phänotypen sind somit assoziiert 
mit wichtigen Unterschieden die klinischen und zellulären Asthma-Phänotypen 
betreffend, sie repräsentieren wichtige Unterschiede in Bezug auf die 









Abb. 10: Definition von drei translationalen Asthmaphänotypen 
 
1.7.2 Surrogatmarker einer TH2-Enzündung durch Genom-wide-
profiling     
Da zu Recht angenommen werden kann, dass viele der letztendlich im Sputum 
gemessenen Parameter epithelialen Ursprungs sind, wurden, um die epitheliale 
Zell-Dysfunktion und deren Ansprechen auf Steroide näher zu untersuchen, in 
zwei Studien (164, 165) von Woodruff et al. Epithelzellen bronchoskopisch 
durch sogenanntes Epitheliales Airway-Brushing gewonnen. Es wurden leichte 
bis mittelschwere Asthmatiker, Raucher und gesunde Kontrollen sowohl vor als 
auch nach einer randomisierten, Placebo-kontrollierten, doppelblinden 
Behandlung mit inhalativen Steroiden untersucht.  Im Speziellen lag der Focus 
auf der Analyse der Genexpression in den unterschiedlichen Gruppen. Aus den 
bronchoskopisch gewonnenen Epithelzellen wurde mRNA isoliert und mittels 
Genom-weitem Profiling durch Microarrays konnte eine systematische Analyse 
der Genexpression im Sinne von Herauf- oder Herabregulation vorgenommen 
werden.  
Baines et al. 
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Schließlich wurde in Zellkultur anhand von humanen bronchialen Epithelzellen 
die Expression der gefundenen überexprimierten Gene nach Exposition 
gegenüber IL-13 und nach Behandlung mit Steroiden untersucht. 
Die Expressions-Analyse in den gewonnenen Epithelzellen führte zur 
Identifikation eines Panels von unterschiedlich exprimierten Genen, welche sich 
als überexprimiert sowohl gegenüber gesunden Kontrollen, Rauchern und mit 
Steroiden behandelten Asthmatikern herausstellten. 
Unter den am stärksten induzierten Genen fanden sich  
- Cloride channel, calcium activated, family member 1 (CLCA1): 6,2fach 
- Periostin (POSTN): 4,4 fach 
- Serine peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 2 (SerpinB2) 
auch bekannt als plasminogen activator inhibitor-2 (PAI 2): 3,5 fach 
Weiterhin wurde eine Überexpression von drei Mastzellmarkern gefunden: 
Carboxypeptidase A3 (3,4 fach induziert), Tryptase beta 2 (2,2 fach) und 
Tryptase alpha/beta2 (2,1 fach).   
Eine nähere Beschreibung der Gene bzw. Genprodukte siehe unten. 
Es erfolgte eine Bestätigung der Genexpression mittels quantitativer real-time-
PCR sowie der Proteinexpression in den epithelialen Brushings mittels 
Immunhistochemie (Periostin) und in der gleichzeitig gewonnenen 
bronchoalveolären Lavage-Flüssigkeit mittels ELISA (PAI 2).  
Um einen Effekt von Cortikosteroiden auf die Regulation dieser Gene 
nachzuweisen, wurden nach einer Fluticason- oder Placebo-Behandlung der 
Probanden erneut bronchoskopische Proben genommen und Analysen mittels 
Microarray und PCR durchgeführt, welche nun eine signifikante 
Herabregulierung der fraglichen Gene nach Cortikosteroid-Behandlung 







Abb. 11: A: Expressions-Level von drei IL-13 induzierbaren Genen aus epithelialen 
Brushings unterscheiden zwei Asthma-Subgruppen. B: Two-Way Vergleich der 
Expressions-Level, Korrelation durch Spearman´s rank order correlation und p-Werte 







Abb. 12: A:  PCR-Validation der durch Micro-Array detektierten differentiell 
exprimierten Gene. Signifikant höhere Expression in Asthmatikern gegenüber 
gesunden Kontrollen. B: Genexpression reagiert auf Steroidbehandlung. Signifikant 
niedrigere Expression gegenüber Placebo-Kontrolle. Aus Woodruff et al. (164) 
 
Weiterhin wurde der in-vitro Effekt von einerseits Interleukin-13 und 
andererseits von Steroiden auf humane respiratorische Epithelzellen in 
Zellkultur untersucht, mit dem Ergebnis, dass IL-13 die fraglichen Gene 
induzieren kann, während Dexamethason diesen Effekt wieder auf zu heben  





Es gibt insofern Evidenz, dass alle drei Gene direkt über Interleukin-13 aber 
auch, wie durch weitere Studien belegt werden konnte, ebenfalls durch IL-4 
reguliert werden. Somit können also zunächst drei Gene identifiziert werden, 
deren Heraufregulation als Surrogatmarker für eine durch TH2-Zytokine 
getriebene Inflammation der Atemwege gesehen werden kann (48, 146). 
 
1.7.3 TH2-hoch und TH2 niedrig Phänotypen, das Konzept der TH2-
Endotypen 
Basierend auf der Erkenntnis, dass die Gene POSTN, CLCA1 und SERPINB2 bzw. 
deren Genprodukte als mögliche Surrogatmarker für eine TH2 gesteuerte 
Immunantwort dienen können, untersuchten Woodruff et al. (164, 165) 
inwiefern diese Gen-Signatur helfen kann, Subpopulationen von Patienten zu 
identifizieren, welche sich in Bezug auf die zugrundeliegenden molekularen 
Mechanismen der Inflammation von anderen Subpopulationen unterscheiden. 
Hierzu wurden zunächst die Daten der vorangegangenen Studie (siehe oben) 
mit dem Ergebnis reanalysiert, dass jedes dieser drei Gene in nur einer 
Teilmenge und nicht in allen Asthma-Probanden überexprimiert ist. Dies legt die 
Vermutung nahe, dass die Marker einer TH2-Inflammation nur in einer 
Subpopulation von Asthma-Patienten zu finden sind. Um diese Subpopulation 
zu definieren, wurden die Ergebnisse der Gen-Array-Untersuchungen einem 
Unsupervised Hierarchical Clustering basierend auf dem Expressionslevel der 
Gene POSTN, CLCA1 und SERPINB2 unterzogen. Annähernd die Hälfte der 
Probanden zeigte nach wie vor eine hohe Expression der TH2-induzierten Gene, 
während die andere Hälfte eine normale Expression aufwies. Beim Vergleich 
aller Probanden mit den gesunden Kontrollen hatte sich zunächst eine 
allgemeine Überexpression der drei Gene gezeigt, während nun nach der 
hierarchischen Clusteranalyse in etwa die Hälfte der Erkrankten anhand der 





waren. Es bilden sich zwei Cluster ab, wobei in Cluster 1 die Marker POSTN, 
CLCA1 und SERPINB2 stark heraufreguliert sind, was in Cluster 2, welches die 
andere Hälfte der Patienten sowie die gesunden Kontrollen repräsentiert, nicht 
der Fall ist.  
 
 
Abb. 13: Heatmap-Dendrogram durch Unsupervised Hierarchical Clustering von 
Periostin, CLCA1 und Serpin B2 aus bronchialen Epithelzellen definiert zwei Cluster. 
Cluster 1 mit hohen Expressionsleveln besteht ausschließlich aus Asthma Patienten 
(TH2-hoch), Cluster 2 mit niedrigen Expressionsleveln setzt sich zusammen aus 
Patienten (TH2-niedrig und gesunden Kontrollen). Aus Woodruff et al. (165) 
 
Um die Validität zu untermauern, wurde mittels PCR die Expression der 
Interleukine 4, 5 und 13 in den Bronchial-Biopsaten quantifiziert mit dem 
Ergebnis, dass im ersten Cluster, also der Gruppe mit hohen Surrogatmarkern 
(POSTN, CLCA1 und SERPINB2) auch IL4, IL5 und insbesondere IL-13 stark 
heraufreguliert waren - im Gegensatz zu den Patienten im Cluster Zwei. Diese 
Patienten unterscheiden sich offensichtlich nicht in Bezug auf die Expression 







Abb. 14: Mittlere Expressionslevel von IL-4, IL-5 und IL-13 in bronchialen Epithelien. 
Überexpression in Cluster 1 (rote Balken, TH2-hoch), geringere Expression in Cluster 
2 (blaue Balken: TH2-niedrig-Asthmatiker, graue Balken: gesunde Kontrollen). Aus 
Woodruff et al. (165) 
 
Vor diesem Hintergrund können zwei molekulare Phänotypen von Asthmatikern 
unterschieden werden. Ein Phänotyp, in welchem eine strak heraufregulierte 
TH2-Zell-Antwort gesteuert durch die typischen TH2-Zytokine und gemessen an 
den Surrogatmarkern POSTN, CLCA1 und SERPINB2 zu finden ist, und ein 
Phänotyp in dem kein Bezug zu einer TH2-Antwort zu finden ist. So lassen sich 
eiŶ „THϮ-hoĐh“ uŶd eiŶ „TH2-Ŷiedrig“ ŵolekularer PhäŶotǇp defiŶiereŶ. Dies 
beweist, dass die Population der Asthmatiker auch auf molekularer Ebene 
heterogen ist. 
Vor diesem Hintergrund wird zur näheren Beschreibung bzw. Definition des 
„ŵolekulareŶ PhäŶotǇpeŶ“ der Begriff des EŶdotǇpeŶ eiŶgeführt. Der EŶdotǇp 
stellt gleichsam die Verbindung vom Genotypen zum klinischen Phänotypen dar 
und beschreibt einen spezifischen molekularbiologischen Signalweg, welcher 
letztendlich im klinischen Phänotypen mündet. Der TH2-Endotyp entspricht 





Im Vergleich zu gesunden Kontrollen zeichneten sich beide Phänotypen TH2-
hoch sowie TH2-niedrig bzw. ein TH2-Endotype und ein non-TH2-Endotyp durch 
eine erniedrigte forcierte Einsekundenkapazität FEV1, eine positive Antwort auf 
Bronchodilatatoren sowie durch positive Allergen-Pricktest-Reaktionen aus. Im 
Unterschied zeigen TH2-hoch Asthmatiker jedoch ein höheres Maß an 
bronchialer Hyperreagibilität, höhere Serum-IgE-Konzentrationen und sowohl in 
der broncho-alveolären Lavage als auch im Blut eine erhöhte Anzahl an 
Eosinophilen (164, 165). Auch eine erhöhte Anzahl an intra-epithelialen 
Mastzellen ließ sich bei TH2-hoch-Asthmatikern finden (59). Weiterhin zeigte 
sich eine Induktion von MUC5AC und MUC2 sowie eine Unterdrückung von 
MUC5B im TH2-Endotyp. Am deutlichsten zeigt sich jedoch die Alteration in der 
Expression der Mucin-Gene in der Ratio MUC5AC zu MUC5B. 
 
Abb. 15: Klinische Parameter des Asthma finden sich in TH2-hoch und TH2-niedrig 
Phänotypen. A: FEV1, B: Verbesserung des FEV1 nach 360µg Albuterol, C: 
Provokative Methacholin-Konzentration, um eine 20%-ige Verringerung des FEV1 zu 







Abb. 16: Marker der Allergie, der eosinophilen Inflammation sind erhöht im TH2-
hoch Asthma. A: Skin Prick Test, B: IgE, C: Eosinophile im peripheren Blut, D: 
Qualitativer Anteil von Eosinophilen im de BAL, E: Subendotheliale Fibrose, Messung 
der Dicke der retikulären Basalmembran, F: Ratio MUC5AC zu MUC5B. Aus Woodruff 
et al. (165) 
 
Ebenso konnte eine erhöhte Expression der 15-Lipooxygenase (ALOX15) in 
Alveolarmakrophagen nachgewiesen werden. 
Diese Daten sowie die Tatsache, dass sich TH2-hoch und TH2-niedrig 
Asthmatiker auch im zellbiologischen Profil ihrer Entzündungsreaktion 
unterscheiden, legt nahe, dass der TH2-hoch-gesteuerte molekulare 
Mechanismus dem zellulären Phänotyp des eosinophilen Asthma zugrunde liegt. 
Diese Annahme wird auch durch folgende Beobachtung gestützt: um zu prüfen, 
wie TH2-hoch und TH2-niedrig-Asthmatiker auf eine Behandlung mit inhalativen 
Cortikosteroiden reagieren, wurden Daten bezüglich der randomisierten, 
Placebo-kontrollierten Fluticason-Behandlung aus der oben genannten Studie 





reanalysiert. Es zeigte sich eindeutig, dass die TH2-hoch Gruppe von der 
Steroidgabe profitierte, während die TH2-niedrig-Gruppe auf die Behandlung 
resistent reagierte, und keine Verbesserung der Lungenfunktion aufwies. Die 
vorausgegangene Stratifizierung in TH2-hoch und TH2-niedrig war anhand der 
zuvor analysierten 3-Gen-Signatur aus Zellen des bronchialen Epithels 
(epitheliale Brushings) und der sich daran anschließenden hierarchischen 
Custeranalyse erfolgt (14). 
 
 
Abb. 17: Ansprechen von TH2-hoch Asthma auf inhalative Cortikosteroide in einer 






Molekulare Phänotypisierung hat also bedeutsame therapeutische 
Implikationen. Während der TH2-Endotyp bzw. der eosinophile Subtyp der 
Asthmatiker die Responder in der Steroidbehandlung darstellt, scheint das TH2-
niedrig-Asthma, welches vermutlich dem neutrophilen Phänotyp entspricht, 
weniger gut verstanden zu sein hinsichtlich der molekularen Pathogenese. Auch 
deshalb bieten sich hier weniger potentielle therapeutische Targets an. Da hier 
nicht der TH2-Signalweg beschritten wird, versagt hier zwangsläufig neben der 
fehlenden Steroidempfindlichkeit selbstverständlich auch die Beeinflussung der 
Targets des einer TH2-Antwort zugrundeliegenden Signalweges. 
Auf der anderen Seite jedoch kann der TH2-Endotyp herangezogen werden, um 
entsprechende selektive Therapien zu stratifizieren. Zum einen können 
Steroidresponder vorhergesagt werden, zum anderen könnten Target-basierte 
Therapien, die in der Gesamtpopulation gescheitert sind, jetzt nach 
Stratifizierung signifikant wirksam sein. Vor diesem Hintergrund wurde in einer 
Studie von Corren et al. (28) ein randomisierter, Placebo-kontrollierter Ansatz 
mit einem monoklonalen Antikörper gegen Interleukin-13, also einem 
klassischen TH-2-Zytokin, welches im TH2-Endotyp pathogenetisch bedeutsam 
ist, verfolgt. Es wurden 219 Asthmatiker entsprechend dem TH2-hoch- oder –
niedrig-Phänotyp anhand des Gesamt-IgE, der Bluteosinophilie und der Serum-
Periostin-Konzentration stratifiziert. Der primäre Endpunkt war das FEV1. Es 
erfolgte eine mehrwöchige Behandlung mit monoklonalen Anti-IL-13-
Antikörpern (Lebrikizumab), mit dem Ergebnis, dass es nur in der TH2-hoch-
Gruppe, also dem TH2-Endotypen definiert durch die Surrogatmarker Periostin, 
Gesamt-IgE und Blut-Eosinophile, zu signifikanten Verbesserungen bezüglich des 






Abb. 18: Relative Änderung der FEV1 unter Behandlung mit anti-IL-13-Antikörpern 
(Lebrikizumab) in einer randomisierten, Placebo-kontrollierten Intention-to-Treat-
Studie über 32 Wochen. A:Besserung der FEV1 unter Lebrikizumab in allen Kohorten. 
B: Signifikante, deutliche Besserung der FEV1 unter anti IL-13 Therapie in der Gruppe 
mit hohen Periostin-Leveln, C: nur mäßig Änderung der FEV1 in der Subgruppe mit 





Ein Target-basierter Ansatz, der in unselektierten Kollektiven als statistisch nicht 
signifikant getestet wurde, erweist sich dann als signifikant wirksam, wenn 
zuvor entsprechend der dahinterstehenden Rationalen, nämlich des Endotypen, 
also entsprechend des Wirksamkeitsansatzes stratifiziert wird. 
Auf dem Boden der Erkenntnis, dass sich anhand der An- oder Abwesenheit 
einer Drei-Gen-Signatur [CLCA1, Periostin (POSTN), PAI2, (SERPINB2)] eine 
molekulare Phänotypisierung in einen TH2-hoch- und einen TH2-niedrig-
Phänptyp bzw. Endotypisierung in einen TH2-Endotypen und einen non-TH2-
Endotypen vornehmen lässt, konnten weitere Studien (25) ein ganzes Panel von 
Genen bzw. eine Signatur identifizieren, die einen TH2-hoch-Typ repräsentiert 
und von einem TH2-niedrig-Typen signifikant unterscheidet. Im Unterschied 
wurde hier die Ausgangs-mRNA aus nicht aus bronchialen Brushings sondern 
anhand bronchialer Biopsien von Asthmatikern und gesunden Kontrollen 
gewonnen. Genexpressionsanalysen mittels Whole-Genome-Microarray und 
anschließender Bestätigung durch rtPCR-Analysen der endobronchialen 
Biopsien zeigten, dass eine TH2-Inflammation über ein  Kontinuum von Genen 
exprimiert wird mit einer Korrelation zu lokalen und systemischen Markern 
bezüglich Allergie und eosinophiler Inflammation.  
Auf der Basis der drei bekannten hochregulierten TH2-Gene, also den 3-Gen-
definierten TH2-Status als vorgegebenes Stratifizierungs- Kriterium 
vorausgesetzt, wurden die mittels Microarray identifizierten unterschiedlich 
exprimierten Gene statistischen Analysen (two-sample t-Test) unterzogen, um 
eine DE probe list, eine Liste der differentiell exprimierten Gene (DE = 
differentially expressed) zu generieren. Eine tatsächliche  Heraufregulation der 
fraglichen Gene konnte zuvor durch quantitative real-time-PCR verifiziert 
werden. Es ergibt sich nun also ein ganzes Panel oder Muster von 
heraufregulierten TH2-Genen, welche als TH2-Signatur zusammengefasst 
werden können, und welche alle in Zusammenhang mit Inflammation, Allergie, 





CLCA1 finden sich hier auch Mucine wie MUC5B (Herabregulation) oder 
MUC5AC (Heraufregulation) sowie Chemokine (C-C motif) ligand 26 (CCL26) 
sowie diverse weitere die TH2-Signalwege betreffende und assoziierte Gene 
(25). 
CCL26 war hier das am stärksten unterschiedlich exprimierte Gen zur 
Unterscheidung zwischen TH2-hoch und TH2-niedrig Asthma.  
Es zeigte sich darüber hinaus eine deutliche Korrelation zwischen der CCL26 
Expression in den Biopsaten und dem mittels qPCR quantifizierten TH2-Zytokin 
IL-5, nicht jedoch mit IL-4; und eine negative Korrelation mit dem TH1-Zytokin 
IL-12A. Weiterhin besteht eine positive Korrelation zwischen CCL26 und Serum-
IgE, peripheren Blut-Eosinophilen, sowie ein Trend zur Assoziation mit dem 
Eosinophilen–Anteil in der bronchoalveolären Lavage. Unter den differentiell 
exprimierten Genen der DE-Liste fanden sich weitere mit einer TH2-
Inflammation assoziierte Gene, wie für NO-Synthase 2A, (NOS2A), 
Histaminrezeptor H1, GPR44, IgE und Lipoxygenase 15 (ALOX15) codierende 
Gene. Die differentielle Expression der DE-Gene ist konsistent mit der 
phänotypischen Beschreibung von TH2-hoch und TH2-niedrig-Asthma (25). 
Nicht mehr ein einzelnes Gen bzw. das Panel aus drei Genen bestimmt jetzt den 
TH2-hoch-Typ, sondern ein ganzes Kontinuum über nunmehr 93 differentiell 
exprimierte Gene; ein Genset definiert den TH2-Endotypen, nicht mehr die 
Expression eines einzelnen Gens korreliert mit dem Level verschiedener 






Abb. 19: TH2-Signatur quantifiziert ein Kontinuum von TH2-assoziierter 
Genexpression. Darstellung als Heatmap aus whole-genome Micro-Array-Analysen 
und RT-PCR aus bronchialen Biopsaten. Eine Spalte repräsentiert ein Individuum, 





Es besteht eine deutliche Korrelation der Gesamt-Signatur bzw. des gesamten 
TH2-hoch-Kontinuums sowohl mit klassischen TH2-Zytokinen oder 
Inflammationsparametern als auch mit anhand der Drei-Gen-Signatur 
vordefinierten molekularen TH2-hoch oder TH2-niedrig Phänotypen/Endotypen. 
 
  
Abb. 20: A) Logistische Regression der TH2-Phänotypen auf dem Boden der 
Bronchialepithel-Biopsie TH2-Signatur.  B) Reciever Operating Characteristic (ROC) 








Die folgenden Abbildungen stellen die Korrelation der TH2-Gen-Signatur mit 
verschiedenen Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren dar, wobei sich 
mit Zytokinen, die in den TH2-Signalweg involviert sind, eine positive Korrelation 
ergibt, wohingegen bei Zytokinen, die den TH1-Signalweg betreffen, sich eine 
negative Korrelation abzeichnet. 
 
 
Abb. 21: TH2-hoch Signatur beim Asthma: Korrelation einer TH2-Signatur mit 
Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren. Rot: positive Korrelation, Blau: 






Abb. 22: Charakteristika der TH2-Signatur, Korrelation (Spearman) mit Zytokinen, 
und weiteren Inflammationsparametern in bronchialen Biopsien. A: Korrelation der 
TH2-Signaturen mit Interleukinen (Copys PCR), B: Korrelation mit Eosinophilen in 
Blut und BAL sowie Serum-IgE. Aus Choy et al. (25) 
 
Durch Genexpressions-Profiling anhand bronchialer Biopsien und direkten 
Vergleich von TH2-Subtypen konnte also nachgewiesen werden, dass hoch 
differentiell exprimierte Asthma-Gene Teil eines koordinierten Musters, eines 
Kontinuums spezieller Gene sind, deren biologische Funktion in Zusammenhang 
mit TH2-Inflammation, Atopie und Allergie steht. Zum Nachweis intrinsischer 
Heterogenität konnte anhand des 3-Gen-TH2-Signatur-Status ein ganzes TH2-








Abb. 23: Prozess der Identifizierung des TH2-Endotyps 
 
Molekulares Phänotypisieren durch Anwendung von Gen-Expressions-
Microarrays und statistischen Anwendungen wie Hierarchischem Clustering 
oder SPCA kann also Einsichten in die phänotypische Heterogenität und 
zugrundeliegende Signalwege liefern. Gegenüber dem Phänotypisieren anhand 
von Sputum-Zellen oder zytologischer oder klinischer Parameter ergibt sich der 
Vorteil, dass zugrundeliegende molekulare Mechanismen, die die Entzündung 
steuern, nachvollzogen werden können. Es können Gene identifiziert werden, 
welche Schlüsselpunkte in der Pathogenese darstellen oder möglicherweise den 
Ort potentieller Mutationen repräsentieren. Hierdurch können sich auch neue 
Ansatzpunkte zur Target-basierten Therapie ergeben. Patienten, die eine 
erhöhte Wahrscheinlichkeit haben, von einer bestimmten molekularen, Target-
Woodruff et al. 2007:  
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basierten Therapie zu profitieren - da in ihnen ein bestimmter Signalweg in der 
Pathogenese beschritten wird - müssen identifiziert und selektiert werden. 
Hierzu können die sezernierten Proteine bestimmter über- oder ggf. auch 
unterexprimierter Gene zur Identifikation eines bestimmten molekularen 
Endotyps als Biomarker herangezogen werden. 
Plasma-Proteine haben den offenkundigen Vorteil, dass ihre Gewinnung im 
Gegensatz zu bronchoskopischen Proben wesentlich einfacher, kostengünstiger 
und weniger invasiv ist. Auch die Analytik kann – zumal wenn sie automatisiert 
erfolgt – schneller und einfacher sein als beispielsweise eine zytologische 
Untersuchung. 
Welche Plasmaproteine im Einzelnen geeignet sind, eine signifikante 
Unterscheidung zwischen TH2-hoch und TH2-niedrig-Phänotypen bzw. TH2-
Endotyp vorzunehmen, muss nach einer theoretischen Prüfung ihrer 
grundsätzlichen Eignung anhand von Proben mit vorbekanntem TH2-Status, also 
bekannter TH2-Signatur ermittelt werden. 
Zunächst einmal bieten sich als potentielle Biomarker all jene Proteine an, 
welche die Genprodukte der jeweils heraufregulierten Gene im TH2-Endotyp 
darstellen.  
Dort wäre zuerst zu nennen das in den oben zitierten Studien (164,165) initial 











Weiterhin fanden Woodruff, Haldar und Baines (58, 8) eine Heraufregulierung 
der Gene codierend für 
- Carboxypeptidase A3 
- Tryptase alpha/beta1 
- Tryptase beta2 
Choy et al. (25) beschreiben eine Heraufregulierung der Gene codierend für 
- CCL26 (MIP4) 
- MUC5AC  
und eine Herabregulierung von  
- MUC5B,  
woraus eine erhöhte Ratio von MUC5AC zu MUC 5B resultiert. 
Darüber hinaus wiesen Dougherty et al. (31) in Individuen mit einer TH2-hoch-
Signatur neben einer erhöhten intraepithelialen Anzahl von Mastzellen (mit 
einem untypischen Protease-Phänotyp) auch eine erhöhte Expression des  
- Stammzellfaktors (SCF)  
(wiederum ein wichtiger IL-13-induzierbarer Wachstumsfaktor für Mastzellen) 
nach.  
Im Rahmen der statistischen Evaluation der TH2-Signatur fanden Choy et al. (25) 
unter anderem eine Heraufregulierung der Gene codierend für 
- NO-Synthase A2 (NOSA2) 
- des Histaminrezeptors H1 
- das Chemoattractand-Rezeptor homologe Molekül (exprimiert auf TH2-
Zellen) GPR44  






Choy und Woodruff (165) beschreiben ebenfalls eine Heraufregulierung der  
- Lipoxygenase 15 (ALOX 15), 
einem wichtigen Enzym im Arachidonsäuremetabolismus, welches an der 
Synthese von Leukotrienen beteiligt ist. 
Darüber hinaus wurden bei Verrils (154) Biomarker beschrieben, die 




- Hämopexin  
oder keine Plasma-Proteine darstellen, wie 
- Die Fraktion des exhalierten Stickstoffmonoxyds, FeNO (12) 
- Die intraepitheliale Mastzell-Anzahl. (31) 
oder eine TH1-Antwort/Differenzierung initiieren und eine TH2-Antwort  zu 
supprimieren vermögen und ihrerseits selber durch TH2-Zytokine supprimiert 
werden können. 
- Osteopontin (87, 166, 130) 
 
Im Folgenden erfolgt eine kurze Darstellung der einzelnen potentiell als 
Biomarker geeigneten Plasmaproteine, soweit hierzu gesichertes Wissen 
vorliegt. Viele Einzelheiten bezüglich der Regulation und Funktion sowie 
bezüglich des Stellenwerts in verschiedenen Signalwegen sind Gegenstand 







1.8 Potentielle Biomarker 
1.8.1 CLCA1 
Calcium-activated chloride channel regulator 1 ist ein im Menschen durch das 
CLCA1-Gen codierte Protein. CLCA1 ist ein Mitglied der Familie der Calcium-
abhängigen Chlorid-Kanal-Proteine. Alle Mitglieder dieser Gen-Familie werden 
in derselben Region auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 (1p31-p22) erfasst 
und zeigen ein hohes Maß an Homologie in Größe, Sequenz und vorhergesagter 
Struktur, unterscheiden sich jedoch wesentlich in ihrer Gewebeverteilung (55). 
Alle CLCA-Proteine werden als ungefähr 125 kDa große Precursor-
Transmembran-Glycoproteine synthetisiert und posttranslational 
autokatalytisch in  90 und 35 kDa Untereinheiten gespalten (120). 
Im Atemwegsepithel scheint CLCA1 eine Rolle bei der Sezernierung von Chlorid-
Ionen in das Lumen zu spielen und trägt hierdurch zur Zusammensetzung  des 
sezernierten Schleims im Hinblick auf seinen Salz- und Wassergehalt bei (55, 
95). 
Die CLCA-Proteine sind sezernierte Proteine, welche zum einen in die Regulation 
des transmembranösen Chloridtransports via Calcium-sensitiver Chloridkanäle 
involviert sind, zum anderen jedoch auch steuernde Eigenschaften die MUC-
Gen-Expression betreffend haben und hierdurch die Produktion von Mucus in 
respiratorischen oder intestinalen Geweben beeinflussen können (65). 
Die CLCA1-Proteine werden als Vorläuferproteine exprimiert und enthalten eine 
übereinstimmende proteolytische Spaltstelle, welche durch eine im CLCA1-
Molekül selbst enthaltene N-terminale Zink-Metalloprotease erkannt wird 
(122). 
Die Aktivierung von CLCA1 erfordert eine Selbst-Prozessierung in zwei 
Zelloberflächen–assoziierte Untereinheiten. CLCA1-Mutationen, welche nicht 





verhindern eine CLCA1 vermittelte Aktivierung Calcium-abhängiger 
Chloridkanäle. Ein Chloridtransport über Ca2+ abhängige Cl--Kanäle erfordert die 
Freilegung des N-terminalen CLCA1-Fragments, welches nun unabhängig CA2+ 
abhängige Cl--Kanäle öffnen kann. CLCA1 ist kein Transmembranprotein, kann 
selber also kein Chloridkanal sein, sondern ist ein über Protein-Protein-
Interaktion membran-assoziiertes Protein. Neben dem  Mechanismus der 
Selbstprozessierung ist CLCA1 auch befähigt, Cl--Kanäle spezifisch im 
Respiratorischen Epithel zu regulieren (49). 
Wie eingangs erwähnt, stellt das CLCA1-Protein nicht nur einen Regulator in 
Bezug auf die Chloridkanal-Aktivität dar und ist hierdurch beteiligt an der 
Regulation der Mucus-Sekretion intestinaler und respiratorischer Epithelien, 
sondern ist darüber hinaus auch in Vorgänge der Zell-Zell-Adhäsion, Apoptose, 
Zellzyklus-Kontrolle und Blutdruck eingebunden (94, 95). 
Die Expression von CLCA1 ist besonders stark in epithelialen Becherzellen bei 
Asthmatikern induziert, während dies in der gesunden Lunge bzw. in gesunden 
Atemwegen nicht der Fall ist. In vitro Transfektionstudien konnten zeigen, dass 
die CLCA-Gene eine wesentliche Rolle in der Mucus Produktion spielen und 
direkten Einfluss hierauf nehmen (151, 110, 175, 72). IL-9 und IL-13 sind in der 
Lage, Becherzellmetaplasie zu induzieren, welche wiederum assoziiert ist mit 
einer Expression des Calcium-abhängigen Chloridkanal-Proteins1 (33).  IL-9 und 
IL-13 steigern den UTP-abhängigen Chloridionen-Transport via CLCA1-
Expression und die hieraus folgende Aktivierung von CA2+ abhängigen Cl--
Kanälen in humanen Bronchialepithelzellen (33). Weiterhin wurde gezeigt, dass 
die CLCA1-Expression konzentrationsabhängig durch IL -9 induziert werden 
kann, und darüber hinaus dass die CLCA1-Expression in Zellkultur spezifisch die 
Produktion löslicher, gelformender Mucine induzieren kann (174). Eine 
Heraufregulation in vitro von CLCA1 in Interleukin-9 positiven, Mucus-





Kontrollen zeigt, dass die Regulation des CA2+-Cl--Kanals über CLCA1 zum Teil 
mitverantwortlich ist für die Überproduktion von Mucus in Asthmatikern (151). 
 
1.8.2 Plasminogen Aktivator Inhibitor-2 (PAI2) oder SerpinB2 
PAI2 ist ursprünglich bekannt als ein in Vorgänge der Hämostase eingreifender 
Faktor, welcher befähigt ist, sowohl den tissue-type-Plasminogen-Aktivator 
(tPA) als auch den urokinase-type-Plasminogen-Activator (uPA) zu inaktivieren. 
PAI2 ist in den meisten Zellen präsent, insbesondere in Monozyten und 
Makrophagen. PAI2 existiert in zwei Formen, nämlich in einer 60 kDa 
glycosylierten, sezernierten Form, welche unter anderem die bekannte Rolle in 
der Hämostase spielt, als auch in einer 47 kDa intrazellulären, nicht 
glycosylierten Form (133). 
Detektierbare Mengen von PAI2 im Blut finden sich physiologischerweise vor 
allem während der Schwangerschaft, da es unter anderem durch die Plazenta in 
quantitativ messbarer Konzentration gebildet wird. Vor diesem Hintergrund 
erklärt sich möglicherweise eine Mitursache für ein erhöhtes Thromboserisiko 
während der Schwangerschaft. Der größte Teil jedoch – nämlich die 47 kDA-
Form - wird nicht sezerniert und scheint die Funktion eines intrazellulären 
Signalpeptids zu haben. Ob die Hauptbedeutung von PAI2 nun in der 
Inaktivierung der Protease Urokinase zu sehen ist oder in den intrazellulären 
Funktionen bleibt vorerst unklar (133). 
Einige der intrazellulären Effekte konnten in letzter Zeit zumindest teilweise 
gezeigt werden: so ist PAI2 offensichtlich in der Lage,  die Genexpression zu 
alterieren, die Rate der Zellproliferation und die Zelldifferenzierung zu 
beeinflussen und Apoptose zu inhibieren (101).  
Yu et al. (168) beschreiben PAI2 als einen Mediator der Monozyten-Adhäsion, - 





PAI2 wurden beschrieben, hier scheint vor allem die Rolle in der Regulation der 
adaptiven Immunität bedeutsam zu sein. 
Swartz et al. (144) beschreiben PAI2 als ein insbesondere in Eosinophilen 
quantitativ in bedeutsamen Mengen synthetisiertes Protein. Sowohl die 47 kDa 
intrazelluläre Form als auch die 60 kDa extrazelluläre Form wurde in hohen 
Konzentrationen in humanen Eosinophilen nachgewiesen. Mit einem Mittel von 
182 ng/106 Zellen (eosinophilen Granulozyten) war dies die höchste 
Konzentration in allen evaluierten Leukozyten Subtypen. Neben den 
hämostaseologischen Eigenschaften konnte eine im weitesten Sinne 
immunologische Bedeutsamkeit nachgewiesen werden. Immunhistochemisch 
ließ sich PAI2 sowohl in eosionophilen-spezifischen Granula als auch in 
extrazellulären Deposits in und um ein Eosinophilen reiches Granulom-Gewebe-
Infiltrat nachweisen, welches Parasiteneier (Schistosoma mansoni) in den 
Lebern von Wildtypmäusen umkapselte. 
Swartz et al. (144) schlagen für aus eosinophilen Granulozyten stammendes 
PAI2 eine Funktion im Bereich der Inflammation und des Remodelings vor – 
sowohl auf dem Gebiet der Parasiteninfektionen wie auch im Bereich der 
allergischen Atemwegserkrankungen. Darüber hinaus mag PAI2 eine Bedeutung 
bezüglich respiratorischer Virusinfekte sowie in der Tumorimmunologie und 
Metastasenentwicklung haben (144). 
Es scheint Evidenz für die Tatsache zu geben, dass SerpinB2(-/-)-Mäuse eher 
bereit sind, eine TH1-Entzündungsantwort generieren, was den Schluss 
nahelegt, dass SerpinB2/PAI2 durchaus eine Funktion in der Differenzierung von 









Periostin, ein ursprünglich aus Osteoblasten isoliertes und als Osteoblasten-
spezifischer Faktor 2 beschriebenes Protein,  ist ein durch das POSTN-Gen 
codiertes, Disulfid-Brücken tragendes, 90 kDa großes matrizelluläres Protein.  
Periostin ist durch Interleukin 4 und Interleukin 13 in Atemwegs-Epithelzellen 
induzierbar (170, 146) und wird von Fibroblasten in die extrazelluläre Matrix 
sezerniert (147, 71). Außer der durch IL-4 und IL-13 vermittelten Induzierbarkeit 
in Epithelzellen scheint auch eine Induzierbarkeit durch das 
antiinflammatorische Zytokin TGF-beta in Fibroblasten gegeben zu sein (146). 
Es existieren vier verschiedene, in der Länge der C-terminalen Domäne 
differierende Isoformen, die sich vermutlich auf alternatives Splicen 
zurückführen lassen (71). 
Periostin ist ein zur Fascilin-Familie gehörendes, matricelluläres Protein 
bestehend aus Cystein-reichen Domänen am N-terminalen Ende und vier 
repetitiven Fascillin-1-Domänen (147). Insofern kann Periostin als ein 
Adhäsionsmolekül fungieren. Es interagiert mit verschiedenen Integrin-
Molekülen auf Zelloberflächen wie alpha-V/beta1, alpha-V/beta3 und alpha-
V/beta5 und vermittelt Gewebe-Differenzierung, Wachstum und Remodeling 
betreffende Signale (99). 
Als Ligand für die genannten Integrine unterstützt es Zelladhäsion und 
Migration (51). Periostin scheint eine modulierende Funktion in der 
Knochenentwicklung, der Zahnentwicklung sowie der Entwicklung von 
Herzklappen zu haben, ebenso wie in der Entwicklung mesenchymaler Gewebe 
(126, 140). Periostin ist in der Lage, die Proliferation von Kardiomyozyten zu 
induzieren und hat eine modulierende Funktion in Umbauprozessen nach 
Myokardinfarkt bzw. während aktivem  Remodelings oder akutem Stress (91, 
80, 90). Ebenfalls tritt es als Mediator in Abläufen der physiologischen 





die Entwicklung verschiedener Tumore via des Integrin/PI3K/Akt Signalwegs 
(129). 
Darüber hinaus ist es ein durch IL-4 und IL-13 hoch induzierbares Produkt in 
Lungenfibroblasten. Es vermag durch chemotaktische Prozesse Eosinophile in 
entzündetes Gewebe zu rekrutieren und spielt darüber hinaus auch eine 
wesentliche Rolle in der Fibroseentwicklung des Asthma bronchiale (64, 146), 
was alles in allem eine generelle Beteiligung von Periostin als Mediator in 
Abläufen allergischer Entzündungen möglich erscheinen lässt.   
Die bislang beschriebenen Funktionen und Effekte von Periostin im allergischen 
Geschehen sind mehrschichtig. 
So fanden Blanchard et al. (15), dass Periostin im Ösophagus von Patienten mit 
Eosinophiler Ösophagitis überexprimiert wird, und zwar downstream von TGF- 
beta und IL-13. Eine funktionelle Rolle von Periostin in der Eosinophilen 
Ösophagitis kann insofern angenommen werden da Periostin-knock-out-Mäuse 
einen spezifischen Defekt in der Allergen-induzierten Rekrutierung von 
Eosinophilen in die Lunge wie auch den Ösophagus aufweisen. Weitere 
Analysen lieferten den Nachweis, dass Periostin die Eosinophilen-Adhäsion an 
Fibronectin um ein 5,8 faches steigern kann. Hieraus lässt sich eine besondere 
Fähigkeit für Periostin ableiten - nämlich die direkte Regulierung der 
Akkumulierung von eosinophilen Granulozyten in TH2-assoziierter, mucosaler 
Entzündung sowohl in Mäusen als auch im Menschen.  
Periostin verstärkt die Entstehung von Fibrose indem es an andere Proteine der 
extrazellulären Matrix bindet wie beispielsweise Kollagen 1, Fibronectin und 
Tenascin C. Es gibt eine Beteiligung an der Genese von Kollagenfibrillen durch 
Aktivierung der Lysyloxidase, einem katalytischen Enzym der intra- und 
intermolekularen Kreuzvernetzung von Kollagen. (146, 82, 98). Ebenso gibt es 
Evidenz, dass Periostin als matrizelluläres Protein die Inflammation der 





auch durch Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten mit beeinflusst. 
Darüber hinaus vermag Periostin  TGF-beta im Atemwegs Epithel zu aktivieren. 
(152, 15, 138) 
Takayama et al. (146) identifizieren POSTN als ein IL-4 und IL-13 induzierbares 
Gen in bronchialen Epithelzellen und erbrachten den Nachweis, dass sowohl IL-4 
als auch IL-13 die Sekretion von Periostin in Lungenfibroblasten induzieren 
können. Es konnte bestätigt werden, dass dieses nun selber wiederum die 
Fähigkeit besitzt, Fibronectin, Tenascin-C, Kollagen-V, also verschiedene 
Proteine der extrazellulären Matrix (und auch Periostin selber) zu binden. Es 
erscheint somit eine mögliche oder sogar sehr wahrscheinliche Komponente der 
subepithelialen Fibrose im bronchialen Asthma darzustellen, in dem es andere 
extrazelluläre Proteine zu binden vermag. 
Ein weiterer Effekt von Periostin bezieht sich auf die Mit-Regulation der Mucus-
Produktion. So konnte gezeigt werden, dass Postn-defiziente Mäuse nach OVA-
Stimulation eine deutliche Zunahme der Mucus-Produktion entwickelten.  Ein 
Mangel an Periostin führte zu einer Zunahme der Expression von Muc5ac und 
Gob5, dem Maus-Homolog zum humanen CLCA1. Insofern könnte Periostin im 
Rahmen eines negativen Feedbacks gesehen werden, um ein inflammatorisches 
Geschehen zu kontrollieren, indem es eine überschießende Mucus-Produktion 
unterdrückt. Darüber hinaus scheint Periostin auch die Produktion von IFN-
gamma, also eines TH1-Mediators zu erhöhen (110, 134). 
In Bezug auf allergische Hauterkrankungen lässt sich ein Circulus vitiosus 
beschreiben: Eine durch Allergenexposition (Hausstaubmilben) initiierte TH2-
Inflammation der Haut induziert die Produktion von Periostin in Fibroblasten 
durch IL-4 und IL-13. Via Alpha-V-Integrin (Rezeptor für Periostin) werden 
Keratinozyten zur Produktion weiterer proinflammatorischer Zytokine stimuliert 
(u.a. TSLP). Diese wiederum verstärken die TH2-Antwort. Im Gegensatz zum 





mangelnden Unterdrückung der Mucus-Produktion, also einer Verschlechterung 
der klinischen Situation führte, ist am Beispiel der Keratinozyten der Epidermis 
Periostin in der Wirkungskette der allergisch-inflammatorischen Antwort 
essentiell notwendig (99). 
 
Abb. 24: Circulus vitiosus der allergischen (Haut-)inflammation unter Beteiligung von 
IL-4, IL-13, Periostin und TSLP. Aus Masuoka, M. (99) 
 
Es gibt Evidenz (25, 123, 4), dass die Periostin-Level im peripheren Blut mit der 
oben beschriebenen TH2-hoch oder –niedrig Gen-Signatur korreliert sind. 
Serum-Periostin-Level zeigen sich signifikant erhöht in Patienten mit Asthma 
bronchiale vom eosinophilen Typ - im Gegensatz zu Asthmapatienten mit einer 
nur minimalen eosinophilen Atemwegs-Inflammation. Das Serum-Periostin-
Level scheint hier ein guter prädiktiver Parameter für das Ausmaß der 
Eosinophilie in den Atemwegen zu sein. 
Die Bedeutung von Periostin als Biomarker für einen TH2-Endotyp wird durch 





Anti-IL-13-Antikörpers (Lebrikizumab), also durch Blockade eines typischen TH2-
Signalwegs, kann eine signifikante Verbesserung der Lungenfunktion in einer 
Subgruppe von Asthmapatienten erreicht werden. In der bereits zitierten Studie 
von Corren et al. (28) wurden Patienten anhand ihrer peripheren Periostin-
Werte als Surrogatmarker für einen TH2-Endotyp stratifiziert und einer Therapie 
mit anti-IL-13-Antikörpern unterzogen. Patienten mit hohen Periostin-
Blutspiegeln, also Patienten des TH2-Endotyps, profitierten von der Therapie 
mit anti-IL-13-Antikörpern signifikant besser als Patienten mit niedrigen 
Periostinwerten (28). 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass Periostin sowohl durch IL-4 und IL-
13 als auch durch TGF-beta induzierbar ist. Es besteht eine Interaktion zwischen 
Periostin und ECM-Proteinen, was in der Pathogenese der Fibrose von 
Bedeutung ist. Es wurde gezeigt, dass Periostin auf die Migration, Chemotaxis 
und Adhäsion von Eosinophilen einwirkt und somit eine TH2-Inflammation 
verstärkt. Auf der anderen Seite lässt sich Periostin eine protektive Komponente 
zuschreiben, indem es inhibierend auf die Mucus-Bildung einwirkt. Im Falle von 
epidermalen Keratinozyten verstärkt und unterhält Periostin die TH2-
Inflammation.  
 
1.8.4 Chemokine (C-C motif) Ligand 26 (CCL 26) oder MIP 4, Eotaxin-3 
Das CCL26-Gen ist eines von zwei Cys-Cys (CC)-Zytokin-Genen auf dem langen 
Arm von Chromosom 7. Das CCL26-Protein ist ein kleines, zur  CC-
Chemokinfamilie zughöriges Zytokin, auch Eotaxin-3 oder Makrophage 
Inflammatory Proteine 4-alpha (MIP4) genannt. Die CC-Chemokine sind durch 
zwei aneinander grenzende Cysteine charakterisierte Proteine. 
Der Rezeptor für CCL-Proteine, der CC-Chemokin-Rezeptor3, wird präferentiell 





CCL26 wird von unterschiedlichen Geweben exprimiert, eingeschlossen Herz, 
Ovarien und Lunge sowie endotheliale Gewebe. CCL26 wirkt stark 
chemotaktisch auf eosinophile und basophile Granulozyten; vermittelt wird 
dieser Effekt durch Bindung an den genannten Chemokinrezeptor CCR3 auf der 
Zelloberfläche. Hierdurch ermöglicht bzw. unterstützt CCL26 eine Rekrutierung 
und Akkumulation von eosinophilen Granulozyten im allergischen 
Entzündungsgeschehen. 
Verschiedene Studien (78, 2, 102) weisen eine Induzierbarkeit von CCL26 durch 
die Interleukine 4 und 13 nach. 
 
1.8.5 Mucine 
Mucine können grob in zwei Gruppen, nämlich einerseits die der  
membrangebundenen sowie andererseits die der löslichen, sezernierten Mucine 
eingeteilt werden. Grundsätzlich ist der zentrale Bestandteil eines Mucins ein in 
hohem Maße glycosyliertes Protein. Die O-glycosidisch gebundenen 
Polysaccharide machen typischerweise einen Massenanteil von 60 – 80 % des 
Gesamtmasse des Mucins aus. Mit einer molekularen Masse um ca. 120 x 106 
Dalton sind Mucine äußerst große Moleküle. Sialyl- und Sulfatgruppen sowie 
Hydroxygruppen innerhalb der Polysaccharide begründen deren anionischen 
Charakter, aufgrund dessen die Mucine viel Wasser an sich binden können, 
woraus die gelartige Konsistenz resultiert. Alle bisher bekannten Mucine 
enthalten im Serin-, Threonin- und Prolin-reichen Zentralprotein mehrere 
Tandem-Repeat-Domänen, an denen die Polysaccharide kovalent durch O-
Glycosylierung gebunden sind. Die üblicherweise mit einem N-
Acetylgalactosamin beginnende Polysaccharidkette besteht aus ca. 5 – 10 
Einfachzuckern. Mucine sind über Disulfidbrücken miteinander verbunden, 







Abb. 25: Chemische Struktur der Mucine. Analog Xu, R. (167) 
 
Die Mucine MUC5AC und MUC5B gehören zu der Gruppe der sezernierten, 
löslichen, Gel-formenden Mucine. 
 
1.8.5.1 Mucin 5 AC 
Mucin 5AC ist ein polymeres Mucin bestehend aus einer N-terminalen Region, 
einer zentralen Region sowie einer C-terminalen Region. Die N-terminale Region 
enthält Cystein-reiche Domänen ähnlich dem von Willebrand-Faktor und ist 
verantwortlich für die über Disulfidbrücken vermittelte Polymerformation. Die 
zentrale Region enthält eine größere Anzahl potentieller Stellen für eine O-
Glycosilierung durch Oligosaccharide. Die C-terminale Region enthält wiederum 
Cystein reiche vWF-ähnliche Domänen sowie eine Spaltstelle zur 
autokatalytischen Proteolyse.  
MUC5AC wird stark exprimiert durch die Becherzellen des respiratorischen 
Epithels. Darüber hinaus wird MUC5AC ebenfalls in signifikanter Menge 






Unter pathologischen Bedingungen kann die MUC5AC-Expression verändert 
werden. Die Änderungen der Expression sind assoziiert mit neoplastischer 
Transformation sowie mit inflammatorischem Geschehen und können induziert 
werden durch die Aktivierung von Signalwegen als Antwort auf verschiedene 
Faktoren bzw. Stimuli wie inflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren oder 
auch bakterielle Produkte. 
MUC5AC ist ein Gel-formendes Mucin und stellt den Hauptbestandteil des 
Schleims sowohl des respiratorischen Traktes als auch des Magens dar. Auf der 
Oberfläche des normalen, gesunden respiratorischen Epithels wird die 
Zusammensetzung des Mucus und damit die rheologischen Eigenschaften des 
Schleims, der je nach Zusammensetzung eine kritische Funktion in der Abwehr 
von Pathogenen und umweltbedingten Belastungen hat, insbesondere durch 
den Anteil von MUC5AC definiert.  
Bezüglich der genauen Mechanismen der Regulation von MUC5AC scheinen 
noch nicht alle Fragen abschließend geklärt. Unterschiedliche Studien zeigen 
insbesondere zur Induzierbarkeit durch IL-13 teils widersprüchliche Ergebnisse. 
Thai et al. (148) zeigte an Mäusen, dass eine intratracheale Instillation von IL-13 
eine signifikante Induktion von Muc5AC sowie Gob5, des Maus Homolog des 
humanen CLCA1 hervor rief. In STAT6 Knockout-Mäusen blieb diese Induktion 
aus. Eine Wiederholung der MUC5AC-Expression in vitro mit primären 
tracheobronchialen Epithelzellen (TBE) war nicht möglich, eine Induktion von 
CLCA1 konnte jedoch gesehen wurde. In früheren Studien war eine 
Induzierbarkeit von CLCA1 durch IL-13 über den JAK/STAT6-Signalweg 
nachgewiesen worden. Eine MUC5AC –Expression konnte hingegen durch ein 
bakterielles Produkt - das Peptidoclycan - gesteigert werden, ohne dass eine 
Induktion von CLCA1 beobachtet wurde. Diese Ergebnisse machen es 
wahrscheinlich, dass es bezüglich dieser zwei Biomarker für die Metaplasie der 





einen JAK/STAT6-abhängigen Signalweg sowie über einen diesbezüglich 
unabhängigen Signalweg gibt.  
Es ließ sich nachweisen, dass  eine Überexprimierung von CLCA1 ebenfalls die 
Expression von MUC5AC in NCI-H292-Zellen steigern konnte, wohingegen eine 
Herabregulation von CLCA1 auch zu einer Herabregulation von MUC5AC führte. 
Diese Ergebnisse lassen es plausibel erscheinen, dass CLCA1-Proteine auch eine 
funktionale Wirkung in der Heraufregulation der Expression von MUC5AC-
Genen im respiratorischen Epithel besitzt (110). 
Im Falle des Asthma bronchiale stehen TH2-Zytokine wie IL-4, IL-9 und IL-13 im 
Verdacht, direkt eine MUC5AC Expression in Atemwegsepithelzellen zu 
verursachen.  Unter den TH2-Zytokinen scheint insbesondere IL-13 eine 
prominente Rolle in der Verursachung des Phänotyps zu spielen (27, 162), 
während für IL-4 und IL-9 nachgewiesen wurde, eine Mucin-Expression in vivo 
sowie auch in vitro zu induzieren; die letztgenannten Zytokine scheinen jedoch 
keine kritische Rolle in der Mucus-Zell-Hyperplasie zu haben (86, 100, 160). Die 
Fähigkeit von IL-13, eine MUC5AC-Expression in Atemwegs-Epithelzellen direkt 
zu induzieren, bzw. die zugrundeliegenden Mechanismen und 
Signaltransduktionswege sind nicht vollständig geklärt. So gibt es diesbezüglich 
teils widersprüchliche Studien (86, 24, 128, 83). Letztlich mag dieser Umstand 
der Tatsache geschuldet sein, dass verschiedenste Zelllinien verwendet wurden, 
die Kulturbedingungen sich stark unterschieden sowie die Dauer der 
Behandlung mit IL-13. Im Mausmodell jedoch ist eine Induzierung von Muc5AC 
durch IL-13 möglich. 
Zhao et al. (173) beschreiben eine Induzierung der 15-Lipoxygenase1 durch IL-
13 und über deren Produkte eine Erhöhung der Expression von MUC5AC. Hohe 
Level von 15-Lipoxygenase1 - induziert durch IL-13 - könnten also auch einen 






1.8.5.2 MUC 5B 
Mucin 5B stellt ein Gel-formendes, sezerniertes Mucin dar, das zu den 
schmierenden und viscoelastischen Eigenschaften des Speichels wie auch des 
Mucus im respiratorischen Trakt beiträgt. Hauptproduktionsort sind die 
submukösen Drüsen. Über mehrere Ser/Thr-reiche Tandem-Repeat-Regionen 
sind Polysaccharide durch O-Glycosylierung an das Protein gebunden. Ähnlich 
dem MUC5AC können die einzelnen Mucinmoleküle über Disulfidbrücken 
miteinander verknüpft sein, wodurch sich das Auftreten linearer Mucinketten 
mit dem zwanzigfachen an Masse des einzelnen Mucins erklärt. 
Defekte im MUC5B Gen - einhergehend mit einer Dysregulation in der 
Expression und Synthese des Proteins - scheinen assoziiert zu sein mit der 
Anfälligkeit betroffener Individuen für idiopathische Lungenfibrose. Eine 
Heraufregulation von MUC5B wurde im Zusammenhang mit Erkrankungen wie 
chronischer Rhinosinusitis oder COPD oder auch Helicobacter-Pylori assoziierter 
Gastritis gefunden. 
Unter den fünf sezernierten Gel-formenden Mucinen werden nur MUC5AC und 
MUC5B in signifikanten Mengen in den pulmonalen Atemwegen produziert. 
MUC5B ist das mengenmäßig wichtigste Gel-formende Mucin in den kleinen 
Atemwegen und erfüllt daher möglicherweise homöostatische Clearance-
Funktionen (121). Im Gegensatz dazu ist MUC5AC das im inflammatorischen 
Geschehen quantitativ am stärksten heraufregulierte Gel-formende Mucin.  
Da MUC5B homöostatische Funktionen zu erfüllen scheint und ein 
heraufreguliertes MUC5AC am ehesten für die pathophysiologischen Folgen, 
nämlich die Überproduktion zähen Schleims, verantwortlich ist, könnte es – so 
zumindest der Ansatz aktueller Studien – möglich sein, MUC5AB selektiv zu 
inhibieren, ohne die Atemwegsfunktion zu beeinträchtigen (36). 
Letztendlich bleibt einiges bezüglich der Regulation und der Steuerung der 





eine quantitative Veränderung in der Expression der zwei wichtigen 
Atemwegsmucine MUC5AC und MUC5B nachvollziehbar, wobei in der 
Atemwegsreaktion des Asthma bronchiale eine überproportionale Erhöhung der 
Expression des MUC5AC ausschlaggebend zu sein scheint, wie verschiedene 
Studien belegen konnten (84, 93, 118). 
 
1.8.6 Carboxypeptidase A3 
Unter den 22 bis 23 Mitgliedern der Genfamilie der Metallocarboxypeptidasen 
ist die Carboxypeptidase A3 ein von Mastzellen sezerniertes Enzym mit der 
Funktion einer Exopeptidase. CPA3 wird von Mastzellen zusammen mit 
Endopeptidasen wie Tryptasen oder Chymase sezerniert. CPA3 katalysiert die 
hydrolytische Spaltung von Peptidbindungen von Aminosäureresten mit 
aliphatischen oder aromatischen Seitenketten vom C-terminalen Ende aus bei 
einem pH-Optimum im neutralen bis basischen Bereich. Carboxypeptidase A3 
gehört zu den Metalloproteasen mit einem Zinkion im aktiven Zentrum. 
Aktuelle Studien konnten nachweisen, dass sowohl die Mastzell-Tryptase als 
auch die Carboxypeptidase A3 im Atemwegsepithel von Asthmapatienten 
differentiell exprimiert wird (31). 
Mittels der statistischen Methode des Unsupervised Clustering kann 
nachvollzogen werden, dass die Genexpression von CPA3 in Mastzellen des 
Atemwegsepithels in engem Zusammenhang steht zur Expression von Genen 
der IL-13-Signatur bzw. IL-13 induzierbaren Genen. Die Level der Expression von 
Mastzellgenen korrelierten positiv mit der Verbesserung der Lungenfunktion 
durch inhalative Cortikosteroide. Die intraepitheliale Mastzelldichte zeigt sich in 
Patienten mit TH2-hoch-Asthma / im TH2-Endotyp zweifach höher als normal 
verglichen mit TH2-niedrig-Asthmapatienten oder gesunden Kontrollen. Diese 
aus TH2-hoch-Individuen beschriebenen Mastzellen lassen sich durch die 





Carboxypeptidase A3, jedoch erstaunlicherweise nicht durch die Expression von 
Chymase charakterisieren (31). 
IL-13 induziert die Expression des Stammzellfaktors in kultivierten Atemwegs-
Epithelzellen. Mastzellen, die dem Medium der IL-13 aktivierten Epithelzellen 
ausgesetzt werden, zeigen eben jene besondere Konstellation der 
Herabregulierung von Chymase, jedoch keine Änderung bezüglich Tryptase- 
oder CPA3-Expression (31). 
Die intraepitheliale Mastzellanzahl in Individuen des TH2-Endotyps ist zum 
einen gesteigert, zum anderen zeigen diese Mastzellen einen ungewöhnlichen 
Protease-Phänotyp, nämlich eine gesteigerte Synthese von Tryptase und CPA3  
und bemerkenswerterweise eine Reduzierung der Synthese von Chymase. 
Darüber hinaus vermag die intraepitheliale Mastzellanzahl die Ansprechbarkeit 
gegenüber inhalativen Cortikosteroiden vorhersagen. IL-13 stimulierte 
Produktion des Stammzellfaktors durch Epithelzellen kann möglicherweise 
einen Beitrag zur Erklärung der Akkumulation von Mastzellen in TH2-hoch-
Asthma Atemwegsepithelien leisten, die eben jene besondere Konstellation an 
exprimierten Peptidasen aufweisen (31). 
 
1.8.7 Osteopontin 
Osteopontin (OPN) ist ein von diversen Immunzellen sowohl in einer 
sezernierten als auch in einer intrazellulären Form exprimiertes 
Phosphoglycoprotein. Es wird durch ein gleichnamiges Gen kodiert, das sich auf 
dem langen Arm von Chromosom 4 befindet (4q13) und besteht aus etwa 300 
Aminosäuren. Osteopontin entsteht in einer Vielzahl von Zellen, wie unter 
anderem Osteoblasten - wo es initial beschrieben wurde - jedoch wird es 
ebenfalls von den meisten Zellen des Immunsystems synthetisiert wie 





Eosinophilen, NK-Zellen, Mastzellen, dendritischen Zellen wie auch 
Strukturzellen wie Fibroblasten, glatten Muskelzellen und Epithelzellen. 
Ein wichtiges funktionelles Charakteristikum ist die Fähigkeit, Integrine zu 
binden. Diese Eigenschaft wird über das RGD-Motiv vermittelt (10). 
Grundsätzlich vermag Osteopontin - geschuldet der Fähigkeit diverse ubiquitär 
exprimierte Zelloberflächenrezeptoren zu binden - einen aktiven Mediator in 
physiologischen wie auch pathologischen Prozessen darzustellen und zwar 
Funktionen wie Zelladhäsion, Migration und Zellzyklus, Chemotaxis, 
Zellaktivierung und Apoptose betreffend. Vor diesem Hintergrund ist es in 
vielfältige Prozesse eingebunden wie unter anderem (Knochen-) Remodeling, 
Tumorangiogenese,  Muskelerkrankungen, Wundheilung und insbesondere 
eben auch in regulierende und steuernde Prozesse und somit letztendlich 
Wirkungen des Immunsystems (155). 
Es gibt deutliche Hinweise darauf, dass es eine Rolle bei verschiedenen 
Autoimmunerkrankungen, bei der Entstehung malignen Wachstums sowie 
Allergie und Asthma (169, 76, 23, 166, 139, 131, 69). 
Die genaue Rolle von Osteopontin im allergisch-inflammatorischen Geschehen 
lässt jedoch noch viele Fragen offen.  
Osteopontin scheint nach neuesten Studien eine Bedeutung in der TH1-Zell-
vermittelten Immunität zu besitzen, jedoch bleibt die Bedeutung in der TH2-
assoziierten allergischen Antwort – insbesondere dem Asthma – teilweise unklar 
(171). Die Untersuchung in den drei Asthma-Subgruppen bezüglich des 
Schweregrads der Erkrankung mild, moderat und schwer sowie einer 
Gesundkontrolle erbrachte den Nachweis, dass die Osteopontin-
Proteinkonzentration im Serum in allen drei Gruppen signifikant höher 
imponierte, als in der gesunden Kontrollgruppe, es also keine signifikante 
Assoziation zwischen der Osteopontin-Serumkonzentration und der  





Im Gegensatz hierzu stehen die Ergebnisse anderer Studien: (29) Osteopontin-
Level erscheinen signifikant erhöht in schwerem, steroidrefraktärem Asthma 
gegenüber moderaten, steroidnaiven Verlaufsformen oder gesunden 
Kontrollen. Hier ist jedoch anzumerken, dass die Osteopontin-Level nicht im 
Serum, sondern im induzierten Sputum gemessen wurden. Eine 
Regressionsanalyse der hier (29) erhobenen Daten zeigte eine signifikante 
Assoziation zwischen log OPN und Sputum-Eosinophilen, Cysteinyl-
Leukotrienen, IL-13, TGF-beta1 und ECP. Diese Assoziationen ließen sich 
allerdings nicht in milden Verlaufsformen oder Gesunden beobachten. Die 
Osteopontin-Level erscheinen im induzierten Sputum also in schweren 
Verlaufsformen signifikant höher zu sein als in moderaten oder milden Formen, 
darüber hinaus erscheint die Höhe der Osteopontin-Level assoziiert zu sein mit 
Mediatoren, die eine Bedeutung haben in  Prozessen der Inflammation und des 
Remodelings wie beispielsweise TGF beta1 oder IL-13. Jedoch beschränkt sich 
diese Beobachtung auch nur auf schwerere Verlaufsformen. 
Weitere aktuelle Studien auf dem Gebiet des Zusammenhangs zwischen 
Osteopontin und Asthma (131) untersuchten Serum und bronchoalveolare 
Lavage-Flüssigkeit sowie bronchoskopische Gewebeproben bezüglich ihrer 
Osteopontin-Level. Während einer Exazerbation imponierten die Serum- Level 
bemerkenswerterweise erniedrigt, jedoch zeigten sie sich, ebenso wie die 
Werte in der Lavage, erhöht im Steady State, und dies in allen Schweregeraden.  
Anhand von bronchoskopisch gewonnenen Proben kann eine Heraufregulation 
von Osteopontin im bronchialen Gewebe beobachtet werden. Hier wird es  
exprimiert durch Epithelzellen, glatten (Atemwegs-) Muskelzellen, 
Myofibroblasten, T-Lymphozyten und Mastzellen. Die gemessenen Osteopontin-
Level korrelieren mit der Dicke der retikulären Basalmembran. In Bezug auf die 
gewonnenen subendothelialen Entzündungszellen zeigte sich hier eine höhere 
OPN-Expression bei schwerem Asthma verglichen zu moderaten oder milden 





Proben scheint es Evidenz für die Heraufregulierung der OPN-Expression zu 
geben, weiterhin eine Assoziation mit Veränderungen das Remodeling 
betreffend sowie eine Korrelation der Expression in subendothelialen Zellen mit 
der Krankheits-Schwere. 
Bezüglich der Regulation und Induzierbarkeit von Osteopontin in Monozyten 
konnten gegensätzliche Wirkungen von IL-10 auf der einen Seite und 
verschiedenen TH2-Zytokinen auf der anderen Seite beobachtet werden (87). 
Nachweislich lässt sich Osteopontin dosisabhängig durch IL-10 induzieren, und 
durch IL-4 und IL-13 inhibieren. 
Frenzel et al. (45) schreiben Osteopontin neben Zytokineigenschaften auch 
chemotaktische Funktionen und weitere Funktionen in verschiedenen 
Signalwegen zu, die TH1 und TH17 gesteuerte Immunreaktionen verstärken und 
vor Apoptose schützen. Im Falle des allergischen Asthma verstärkt Osteopontin 
die Sensibilisierung gegenüber einem Antigen, moduliert jedoch die TH2-
gesteuerte, IL-4 dominierte Antwort herunter. Eine OPN-Expression wird 
vermehrt beobachtet während spezifischer Immuntherapie bzw. 
Hyposensibilisierungstherapie, nicht zuletzt einem TH2-Antwort 
unterdrückenden Effekt von Osteopontin geschuldet (45). In TH1-getriebenen 
Entzündungstypen wird Osteopontin von T-Effektor-Zellen und Keratinozyten 
sezerniert und unterstützt die Migration dendritischer Zellen und die Expression 
von IL-12, mit der Folge, dass eine TH1-vermittelte Allergie bzw. Inflammation 
sowie die Chronifizierung vorangetrieben wird. 
Zusammenfassend scheint zu konstatieren zu sein, dass sezerniertes 
Osteopontin gegenteilige, teils widersprüchliche Effekte auf TH2-Antworten und 
somit die nachfolgende (Atemwegs-)erkrankung hat: proinflammatorisch in 
Bezug auf die primäre systemische Sensibilisierung, antiinflammatorisch 





hauptsächlich durch die Regulation verschiedener Subsets dendritischer Zellen 
vermittelt zu werden  (166). 
Osteopontin stellt insofern eine wichtige Komponente der frühen Typ-1 bzw. 
Zell-vermittelten Immunantwort dar. 
Osteopontin, welches im Asthma vermutlich in allen Schweregeraden 
heraufreguliert wird, ist offensichtlich assoziiert mit Prozessen des Remodelings; 
eine Osteopontindefizienz schützt vor Remodeling und Hyperreagibilität (139), 
die subepitheliale Expression korreliert mit der Schwere der Erkrankung (131). 
Insofern könnte Osteopontin sich eventuell als Biomarker auf dem Gebiet des 
Remodelings eignen. Durch seine Supprimierbarkeit durch IL-13, also seine 








Da es, wie aus den vorhergegangenen Ausführungen und Überlegungen 
hervorgeht, ganz offensichtlich grundlegend unterschiedliche Phänotypen, 
nämlich verschiedene zytologisch charakterisierte Phänotypen sowie 
verschiedene molekular definierte Phänotypen, die sogenannten Endotypen, in 
der Immunpathogenese des Asthma bronchiale gibt, müssen diagnostische 
Strategien entwickelt werden, diese auch sicher zu identifizieren und zu 
differenzieren. Insbesondere vor dem Hintergrund, dass die unterschiedlichen 
Endotypen auch auf unterschiedliche Therapieansätze reagieren oder eben auch 
nicht reagieren, muss zum Zwecke der Therapiestratifizierung eine zuverlässige 
Unterscheidung der jeweiligen Subpopulationen ermöglicht werden. Gerade 
eine Vielzahl von in Erprobung befindlichen molekularen, Target-basierten 
Therapien kann nur dann wirksam sein, wenn auch ein entsprechender 
Signalweg in der Pathogenese beschritten wird, in welchem die jeweiligen 
therapeutischen Targets auch eine Funktion innehaben. 
Das Interleukin-13-induzierbare Protein Periostin stellt einen ersten 
vielversprechenden Biomarker dar, das Interleukin-13 selbst ein potentiell 
wirksames TH2-Target.  Doch zum Stratifizieren dieser Subgruppen werden 
einfach zu gewinnende und einfach wie auch zuverlässig zu messende 
Biomarker benötigt, die keinen großen Kostenaufwand verursachen. Diese 
Aufgabe könnten möglicherweise unterschiedlich exprimierte Plasmaproteine 
erfüllen. 
Die zur Unterscheidung verschiedener molekularer Endotypen herangezogenen 
Biomarker müssen zur Unterscheidung der jeweiligen Subgruppen eine 
statistische Signifikanz bezüglich ihrer Wertelage bzw. ihres Expressionslevels in 
der jeweiligen TH2-hoch oder TH2-niedrig-Population aufweisen, um einen TH2-





Einige Proteine, welche im Vorausgegangenen näher beschrieben wurden, 
bieten sich hierzu möglicherweise an. 
Doch im ersten Schritt müssen brauchbare und zuverlässige Testsysteme zur 
Messung dieser Proteine evaluiert und etabliert werden.  
Anhand der oben dargestellten aktuellen Studien und den daraus gewonnenen 
Erkenntnissen sollen die vorgeschlagenen potentiellen Marker  genauer 
bezüglich ihrer Eignung als Biomarker überprüft werden. Durch genauere 
Betrachtung ihrer bislang bekannten Funktion, Effekte, Induzierbarkeit und ihrer 
Rolle im Entzündungsgeschehen und anhand ihrer Struktur, Verteilung und eben 
insbesondere ihrer Stellung im Inflammationsprozess sowie ihrer Assoziation zu 
und ihrer Korrelation mit bestimmten Asthma-Phänotypen soll ihre Eignung 
kritisch hinterfragt werden. Von der Rationalen aus soll geprüft werden, ob sich 
die Serumkonzentration des diskutierten Proteins überhaupt als Surrogatmarker 
für eine TH2-Entzündung eignet. 
Zusammenfassend sollen folgende Hypothesen untersucht werden: 
- Die ELISA-Tests genügen allgemeinen, einschlägigen Gütekriterien (149) 
und generieren vor Ort stabile und verlässliche Messwerte. 
- Die als Biomarker zur Diskussion stehenden Proteine sind systemisch im 
peripheren Blut messbar. 
- Serum und Plasma sind geeignete Spezimen. 
- Die Proteine genügen aufgrund ihrer Beschaffenheit, Messbarkeit, ihrer 
Funktion im Inflammationsgeschehen sowie aufgrund ihres 
Verteilungsraumes den Anforderungen an einen einfach zu messenden 
Biomarker zur Identifikation eines TH2-Endotyps. 
Die letztgenannte Hypothese soll zum großen Teil auch durch die Sichtung und 
Zusammenfassung der in der jüngeren Literatur zu diesen Themen gefundenen 
Ergebnissen von einer theoretischen Warte aus näher untersucht und beurteilt 
werden.          




3. Material und Methoden 
3.1 Patienten und Kontrollen 
Zum Zwecke der Evaluation geeigneter ELISA-Testsysteme wurden zunächst vier 
Testgruppen definiert. Die ELISA-Systeme sollen in den vier Untergruppen  
a) Gesunde Kontrolle  
b) Patienten mit einer akuten Inflammation 
c) Patienten mit einer Erkrankung aus dem atopischen Formenkreis bzw. 
deutlich erhöhten IgE-Serumspiegeln und  
d) für den Testparameter PAI 2 auch Schwangere 
ausgetestet werden. 
Nach Antragstellung bei der zuständigen Ethikkommission des Fachbereichs 
Medizin der Philipps-Universität Marburg und Vorlage eines Studienplans sowie 
entsprechender Patienten- und Probandenaufklärungen wurde ein positives 
Ethikvotum mit dem Aktenzeichen 132/13 erteilt. 

















3.2 Ein- und Ausschlusskriterien 
Tabelle 3: Ein- und Ausschlusskriterien. 
  Einschluss Kriterien Ausschlusskriterien 
 




insbes. Diabetes mellitus 
    
Angeborene oder erworbene 
Immundefizienz 
    Atopische Erkrankung 
    Autoimmunerkrankung 
    
Chronische 
Infektionskrankheit 
    
Erkrankungen der Leber, der 
Nieren, des Herz-
Kreislaufssystems 
 Kontrolle  Gesunde Personen akute Inflammation 
    CRP > 1,0 mg/l 
akute 
Inflammation 
CRP > 100 mg/l  länger als 
drei Tage oder CRP > 20 mg/l 
länger als eine Woche mit 
einer einmaligen Spitze von > 
100 mg/l  
unabhängig von der Ursache 
(Infektion oder sonstige) 
Abwesenheit einer akuten 
Entzündung 
Atopie 
IgE > 100 U/ml, Sensibilisierung 
auf  mind. eins der klassischen 
Atopieallergene Katze, Milbe, 
Gras IgE < 100 U/ml 




Die folgende Tabelle gibt Auskunft über die Anzahl der akquirierten Proben 
sowie über die Charakteristika der Probanden bezüglich Alter, Geschlecht etc. 
sowie über das Vorliegen und die Art von Grunderkrankungen. 
 




Tabelle 4: Patientencharakteristika. 
  Kontrolle akute Inflammation Atopie 
Proben [n] 14 14 8 
Alter [Jahre] 23 bis 31 37 bis 91 24 bis 85 
Median [Jahre] 25 69 55 
Frauen [n] 7 5 4 
Männer [n] 7 9 3 
Grunderkrankung keine 
SIRS oder Sepsis auf dem Boden 
bösartiger Neoplasien, 
postoperativer Komplikationen, 
Multimorbidität (KHK/ACS , 
met.Syndrom, Niereninsuffizienz, 
Leberzirrhose, Peritonitis, ARDS, 
etc.) CRP größer 100 mg/l länger 








Die Blutentnahme bei den Probanden erfolgte unter Berücksichtigung der Ein- 
und Ausschlusskriterien durch eine Venenpunktion State oft the art. Verwendet 
wurden neben einem handelsüblichen Venenpunktionsset 7,5 ml Lithium-
Heparin- und Serum-Monovetten der Firma Sarstedt.  
Nach abgeschlossener Gerinnung im Serum wurden alle Röhrchen 10 min bei 
4000 rpm zentrifugiert. Im Anschluss erfolgte die Aliquotierung von Serum bzw. 
Heparin-Plasma in Sekundär-Röhrchen (500 µl Eppendorf-Cups). Alle Aliquots 
wurden bei -20°C eingefroren und innerhalb von 2 Monaten abgearbeitet. 
Wiederholte Auftau- und Einfrierzyklen wurden soweit möglich vermieden. 
Vor der Abarbeitung wurden die Sekundär-Cups langsam auf Zimmertemperatur 
erwärmt und erneut ab zentrifugiert. 
 




3.5 Definitionen und Berechnungen  
3.5.1 Limit of Detection (LOD): 
Das  Limit of Detection (LOD), bzw. die Nachweisgrenze, bezeichnet denjenigen 
unteren Wert eines Messverfahrens, bis zu dem die Messgröße gerade noch 
zuverlässig nachgewiesen werden kann. 
Der Messwert an der Nachweisgrenze hat eine erhöhte Ungenauigkeit, die aber ein 
vorgegebenes statistisches Konfidenzintervall, nämlich das der dreifachen 
Standardabweichung des Probenleerwertes, nicht überschreitet. Messwerte, die eine 
größere Ungenauigkeit aufweisen als das vorgegebene Intervall, werden, da sie 
außerhalb der Nachweisgrenze liegen, im Sinne der Messtechnik als unmessbar bzw. 
nicht nachweisbar bezeichnet. 
Das Kriteriuŵ des „zuǀerlässigeŶ NaĐhǁeises“ ǁird iŶ der Regel ďezogeŶ auf die 
Präzision des Messverfahrens bei einer Blank-Messung oder Leermessung, also den 
Mittelwert wiederholter Leermessungen. Eine Messung gilt dann als Nachweis, wenn 
der Messwert mindestens drei Standardabweichungen über der Nullmessung liegt. ܮ�� =  �� + 3�� 
- ��: Mittelwert des Blindwertes 
- ��: Standardabweichung des Blindwertes    
(30) 
 
3.5.2 Limit of Quantification (LOQ): 
Das Limit of Quantification (LOQ) oder die Bestimmungsgrenze eines Messverfahrens 
ist die kleinste Konzentration eines Analyten, die quantitativ mit einer gegebenen 
(Mindest-) Präzision gemessen werden kann. Erst oberhalb der Bestimmungsgrenze 
wird die Angabe quantitativer Analysenergebnisse möglich.  Analog zur 
Nachweisgrenze wird das Kriterium der gewünschten Genauigkeit bezogen auf die 
Präzision des Messverfahrens bei einer wiederholten Leermessung in Form der 
neunfachen Standardabweichung. 
 




Insofern gilt ein Messwert als quantitativ (bestimmt), wenn die Genauigkeit der 
Messung um den Faktor drei höher (besser) ist als die Genauigkeit der 
Nachweisgrenze. 
Grob genähert entspricht die Bestimmungsgrenze somit dem dreifachen Wert der 
Nachweisgrenze. ܮ�� =  �� + 9 �� 
- ��: Mittelwert des Untergrundsignals bzw. Blindwertes 
- ��: Standardabweichung des Untergrundsignals bzw. Blindwertes 
(30) 
 
3.5.3 Variationskoeffizient (VK oder VC), Standardabweichung: 
Der Variationskoeffizient stellt in der deskriptiven Statistik eine statistische Kenngröße 
dar, welche im Gegensatz zur Varianz ein relatives Streuungsmaß ist,  also unabhängig 
ist von der Maßeinheit der statistische Variablen bzw. Zufallsvariablen. 
Der Variationskoeffizient ist eine Normierung der Varianz: Ist die Standardabweichung 
größer als der Mittelwert bzw. der Erwartungswert, so ist der Variationskoeffizient 
größer 1. 
Der Variationskoeffizient für eine Zufallsvariable ist definiert als die relative 
Standardabweichung, d. h. die Standardabweichung dividiert durch den 
Erwartungswert einer Zufallsvariablen X. In der Regel wird der Variationskoeffizient in 
Prozent angegeben. Liegt an Stelle der Verteilung der Zufallsvariablen eine konkrete 
Messreihe von Werten ݔଵ, … , ݔ�  vor, so bildet man analog den empirischen 
Variationskoeffizienten als Quotienten aus empirischer Standardabweichung � und 











Die Standardabweichung ist ein Maß dafür, wie weit die einzelnen 
Merkmalsausprägungen der Stichprobe verteilt sind. Sie gibt sie an, wie weit die 
einzelnen Messwerte im Durchschnitt von dem Erwartungswert (bzw. Mittelwert) 
entfernt sind. Die Standardabweichung ist definiert als die Quadratwurzel der Varianz. � =  √��ݎ ሺݔሻ =  √∑ ሺ௫�− �ሻ²��=భ �     bzw.  � =  √ݏ²  = √∑ ሺ௫�− �ሻ²��=భ�−ଵ  
Dabei ist 
- � die Standardabweichung 
- S die Schätzfunktion für die Standardabweichung �� der Grundgesamtheit 
- n der Stichprobenumfang (Anzahl der Werte) 
- �� die Merkmalsausprägungen am i-ten Element der Stichprobe 
- � = ݔ =  ଵ�  ∑ ݔ���=ଵ   der empirische Mittelwert, also das arithmetische 
Mittel der Stichprobe. 
 
 
3.5.4 Intraassay - within imprecision und Interassay / Interassay - total 
imprecision:  
Intra- und Interassay-Varianz sind wichtige Kenngrößen für die Präzision einer 
Messmethode. Sie geben an, wie groß die analytische Streuung ist. Diese wird im 
Variationskoeffizienten in VK% oder VC% (siehe oben) ausgedrückt. Die 
Intraassayvarianz gibt Auskunft wie groß die Abweichung innerhalb eines 
Messdurchlaufs ist (Mehrfachbestimmung eines Analyten aus derselben Probe im 
gleichen Lauf), während als Interassayvarianz die Messabweichung definiert wird, 
wenn an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen der gleiche Parameter aus der selben 









3.5.5  t-Test, Varianzanalyse (ANOVA),  p-Werte 
t-Test 
Der t-Test (in diesem Falle Zweistichproben-t-Test) dient dem Vergleich von 
Mittelwerten von zwei Untergruppen einer Stichprobe, er prüft  mit Hilfe der 
Mittelwerte ̅ݔଵ und ̅ݔଶ zweier Stichproben, ob die Mittelwerte �ଵ und �ଶ  der 
zugehörigen Grundgesamtheiten verschieden sind. Dabei wird vorausgesetzt, dass die 
Daten der Stichproben einer normalverteilten Grundgesamtheit entstammen. Im 
einfachsten Fall prüft der Test 
die Nullhypothese, dass die Mittelwerte der Grundgesamtheiten gleich sind ሺH଴ : μଵ = μଶ) 
gegen die Alternativhypothese, dass die Mittelwerte der Grundgesamtheiten ungleich 
sind ሺHଵ : μଵ ≠ μଶ) 
Der t-Test verwendet als Prüfkriterium einen Wert aus der t- oder Student-Verteilung. 
Dieser Wert lässt sich aus den Stichprobenwerten berechnen. 
Die t-Verteilung erlaubt die Berechnung der Verteilung der Differenz vom Mittelwert 
der Stichprobe zum wahren Mittelwert der Grundgesamtheit. Die t-Werte hängen ab 
vom Signifikanzniveau und vom Stichprobenumfang n und bestimmen das 
Vertrauensintervall und damit die Aussagekraft der Schätzung des Mittelwertes. (Die 
standardisierte Schätzfunktion des Stichproben-Mittelwerts normalverteilter Daten ist 
nämlich nicht mehr normalverteilt, sondern t-verteilt, wenn die zur Standardisierung 
des Mittelwerts benötigte Varianz des Merkmals unbekannt ist und mit der 
Stichprobenvarianz geschätzt werden muss.) 
Jetzt berechnet der t-Test wie weit die Mittelwerte der beiden Gruppen, x und y, 
voneinander verschieden sind, normiert durch die gewichtete Varianz (bei großer 
Varianz weniger aussagekräftig, als bei kleiner) und multipliziert mit einem Faktor, der 










Der t-Wert berechnet sich aus den Stichprobenwerten (Differenz der Mittelwerte 
bezogen auf die normierte Varianz und Stichprobengröße) als:  t =  ሺ୶̅భ− ୶̅మሻ√ሺ sభమNభ+ sమమNమሻ  bzw. t =  √ ୬୫୬+୫  ୶̅−୷̅s   
wobei s2 die gewichtete Varianz ist (abhängig von der Stichprobengröße) bzw. s =  √sଶ 
(Standardabweichung) sଶ =  ሺ୬−ଵሻs౮మ+ሺ୫−ଵሻs౯మ୬+୫−ଶ   
Standardmäßig wird beim t-Test ǀoŶ der AŶŶahŵe ausgegaŶgeŶ, dass die „ǁahreŶ“ 
Mittelwerte einer Variablen in zwei Gruppen in der Grundgesamtheit identisch sind. 
Sind beide Gruppenmittelwerte identisch, ergibt sich ein t-Wert von Null. Hierbei ist zu 
beachten, dass der t-Wert aus den Stichprobenwerten und nicht aus den Daten einer 
Vollerhebung berechnet wird. Mittelwerte, Varianzen und andere statistische Größen 
aus einer Stichprobe stiŵŵeŶ aďer höĐhsteŶs zufällig eǆakt ŵit deŶ „ǁahreŶ“ WerteŶ 
in der Grundgesamtheit überein – in der Regel werden sie, in Abhängigkeit von der 
Sorgfalt der Messung oder der Genauigkeit des Erhebungsdesigns mehr oder weniger 
stark ǀoŶ dieseŶ „ǁahreŶ“ WerteŶ aďǁeiĐheŶ. Bei der )iehuŶg ŵehrerer StiĐhproďeŶ 
ist zu erwarten, dass die erhobenen Varianzen und Mittelwerte also mehr oder 
ǁeŶiger stark uŵ die „ǁahreŶ“ Werte heruŵ streueŶ.  
Dieser Gedanke ist wiederum auch auf die t-Werte übertragbar, da sich bei 
unterschiedlichen Stichproben aus derselben Grundgesamtheit ebenfalls 
unterschiedliche t-Werte ergeben dürften. Die Schlussfolgerung, die daraus gezogen 
ǁerdeŶ kaŶŶ ist, dass eiŶe ÜďereiŶstiŵŵuŶg der „ǁahreŶ“ Mittelǁerte iŶ der 
Grundgesamtheit durch die Berechnung des t-Wertes nicht unmittelbar erkannt 
werden muss, da eben mit den besagten Schwankungen in den t-Werten zu rechnen 
ist. Da die Verteilung von t bekannt ist, lässt sich aber errechnen, mit welcher 
Wahrscheinlichkeit der t-Wert um ein bestimmtes Ausmaß von dem Wert abweicht, 
den t bei einer perfekten Übereinstimmung von Stichprobe und Grundgesamtheit 
angenommen hätte, also die Wahrscheinlichkeit, ein Wert größergleich t zu erhalten, 
obwohl kein Unterschied besteht. Dies wird auch ausgedrückt durch den p-Wert (siehe 
unten). Der Flächeninhalt der t-Verteilung ab der Stelle t bis unendlich entspricht also -  
unter der Voraussetzung H0 wäre gültig, es also keine Differenz gäbe - der 
Wahrscheinlichkeit, dass zwar eine Differenz gemessen wird, dies aber nur auf Zufall 
beruht. (falsch-positives Ergebnis). Diese Fehlerwahrscheinlichkeit ist die Vorgabe  des 
Signifikanzniveaus  Alpha. 
 (125, 38, 16, 17, 26) 





Bei der Varianzanalyse handelt es sich um ein multivariates Analyseverfahren zur 
Aufdeckung von Mittelwertsunterschieden falls mehr als zwei Mittelwertsdifferenzen 
miteinander verglichen werden sollen.  
Die Varianzanalyse untersucht die Wirkung einer oder mehrerer unabhängiger 
Variablen, der sogenannten Faktoren, auf eine oder mehrere abhängige Variablen. 
Abhängige Variablen müssen dabei intervallskaliert sein, für die Faktoren ist das 
nominale Skalenniveau ausreichend. Sie testet für Fälle mit mehr als zwei Gruppen (bei 
zwei Gruppen lässt sich vereinfachend auch ein t-Test durchführen), inwiefern 
signifikante Mittelwertunterschiede vorliegen. Der Varianzanalyse liegen daher die 
folgenden Hypothesen zugrunde:  
 Nullhypothese H0: Alle „ǁahreŶ“ Mittelǁerte der Grundgesamtheit sind gleich  
 Alternativhypothese Ha: MiŶdesteŶs zǁei „ǁahre“ Mittelǁerte uŶtersĐheideŶ 
sich  
Die Varianzanalyse ist das bedeutendste Verfahren für die Auswertung von 
Experimenten, wobei das Wirkungsmodell (welche Variablen sind abhängig, welche 
unabhängig?) im Voraus bekannt sein muss – was bei Experimenten ja in der Regel 
auch der Fall ist.  (125, 38, 37, 62, 7) 
p-Wert 
Der p-Wert (auch Signifikanzwert, p-value) ist eine Kennzahl zur Auswertung 
statistischer Tests. Er steht in enger Beziehung mit dem Signifikanzniveau. 
Der p-Wert ist eine Wahrscheinlichkeit und nimmt daher Werte zwischen Null und Eins 
an. Der Wert wird bestimmt durch die gezogene Stichprobe. Er deutet an, wie 
wahrscheinlich es ist, ein solches Stichprobenergebnis oder ein noch extremeres zu 
erhalten, wenn die Nullhypothese wahr ist. Ein häufiges Missverständnis ist die 
Gleichsetzung dieser Aussage mit der falschen Behauptung, der p-Wert würde 
angeben, wie wahrscheinlich die Nullhypothese bei Erhalt dieses 
Stichprobenergebnisses ist. Mit dem p-Wert wird also angedeutet, wie extrem das 
Ergebnis ist: je kleiner der p-Wert, desto mehr spricht das Ergebnis gegen die 
Nullhypothese. Es haben sich verschiedene Signifikanzniveaus etabliert, wie 5 %, 1 % 
oder 0,1 %, die verwendet werden, um Entscheidungen zu treffen, ob die 
Nullhypothese abgelehnt werden kann. Wenn die Nullhypothese verworfen wird, wird 
das Resultat als statistisch signifikant bezeichnet. Signifikant bedeutet hierbei lediglich 
überzufällig. Die Größe des p-Werts gibt keine Aussage über die Größe des wahren 
Effekts. (13, 52) 




3.5.6 Korrelationskoeffizient  (r): 
Der Korrelationskoeffizient oder die Produkt-Moment-Korrelation (von Bravais und 
Pearson, daher auch Pearson-Korrelation genannt) ist ein dimensionsloses Maß für den 
Grad des linearen Zusammenhangs zwischen zwei mindestens intervallskalierten 
Merkmalen. Er kaŶŶ Werte zǁisĐheŶ −ϭ uŶd +ϭ aŶŶehŵeŶ. Bei eiŶeŵ Wert ǀoŶ +ϭ 
;ďzǁ. −ϭͿ ďesteht eiŶ ǀollstäŶdig positiǀer ;ďzǁ. ŶegatiǀerͿ liŶearer )usaŵŵeŶhaŶg 
zwischen den betrachteten Merkmalen. Wenn der Korrelationskoeffizient den Wert 0 
aufweist, hängen die beiden Merkmale überhaupt nicht linear voneinander ab 
Ist für die beiden Zufallsvariablen eine Messreihe von gepaarten Ausprägungen           
(x1, y1), (x2, y2Ϳ, … , ;ǆn, yn) bekannt, so wird der empirische Korrelationskoeffizient 
berechnet durch ܭ݋ݎ� ሺݔ, ݕሻ = ݍ�ሺݔ, ݕሻ = ݎ௫,௬ =  1݊  ∑ ሺݔ� − ̅ݔሻሺݕ� −  ̅ݕሻ��=ଵ√1݊ ∑ ሺݔ� − ̅ݔ�ሻଶ��=ଵ  √1݊ ∑ ሺݕ� − ̅ݕ�ሻଶ��=ଵ  =  ∑ ሺݔ� − ̅ݔሻሺݕ� −  ̅ݕሻ��=ଵ√∑ ሺݔ� − ̅ݔ�ሻଶ��=ଵ ∑ ሺݕ� − ̅ݕ�ሻଶ��=ଵ  
Dabei sind ݔ =  ଵ�  ∑ ݔ���=ଵ  und ݕ =  ଵ�  ∑ ݕ���=ଵ   die empirischen Mittelwerte anhand 
der Messreihe.  
(46, 62, 178, 85) 
 
3.5.7 Regressionsanalyse 
Die lineare Regression ist ein Spezialfall des allgemeinen Konzepts der 
Regressionsanalyse, mit der versucht wird, eine abhängige Variable durch eine oder 
mehrere unabhängige Variablen zu erklären – das Beiǁort „liŶear“ ergiďt siĐh daďei 
daraus, dass die Regressionskoeffizienten (nicht unbedingt auch die Variablen selbst) 
in diesem Fall in erster Potenz in das Regressionsmodell eingehen. 
 
 




Einfache Lineare Regression 
Ein Spezialfall von Regressionsmodellen sind lineare Modelle. Hierbei spricht man von 
der einfachen linearen Regression, und die Daten liegen in der Form  ሺݕ�, ݔ�ሻ, � = 1, … , ݊ 
vor. Als Modell wählt man �� =  �଴ +  �ଵݔ� +  �� 
man nimmt somit einen linearen Zusammenhang zwischen ݔ�und ��an. Die Daten yi 
werden als Realisierungen der Zufallsvariablen �� angesehen, die ݔ�  sind nicht 
stochastisch, sondern Messstellen. Ziel der Regressionsanalyse ist in diesem Fall die 
Bestimmung der unbekannten Parameter �଴ und �ଵ. 
(32, 39, 116, 117, 132, 153, 172) 
 
3.5.8 Regressionsgerade, Slope, Intercept 
Nach Durchführung einer Regressionsanalyse können die Ergebnisse in Form einer 
Regressionsgeraden graphisch dargestellt werden. Absolut identische Werte in 
unterschiedlichen Spezimen oder Verdünnungen oder durch unterschiedliche 
Methoden generiert würden auf einer Geraden mit der Steigung 1 und dem y-
Achsenabschnitt (0/0) zu liegen kommen. Der Schnittpunkt der tatsächlichen 
ermittelten Geraden mit der y-Achse gibt Auskunft über eine erhöhte bzw. erniedrigte 
Wertelage in einem des untersuchten Materials, einer der jeweiligen Verdünnungen 
oder in Bezug auf eine der angewandten Methoden. Die Steigung gibt Hinweise über 
das Verhalten der Wertelage über einem bestimmten Mess- bzw. 
Konzentrationsbereich hinweg. Steigung und y-Achsenabschnitt können auch als Slope 
und Intercept ausgedrückt werden.   
Es gilt die Formel: Y = slope * X + intercept, wobei y der Messwert aus dem 
Spezimen/der Verdünnung/ermittelt durch die Methode a und x der Messwert aus 
dem Spezimen/der Verdünnung/gemessen durch die Methode b ein und desselben 
Probanden ist. 
(32, 39, 116, 117, 132, 153, 172) 
 
 




3.6 Beschreibung der ELISAs 
3.6.1 Beschreibung der Antikörper 
Die folgende Tabelle gibt eine Übersicht über die in den Tests eingesetzten 
Antikörper (1. und 2. Antikörper bzw. Capture- und Detection-Antikörper) für 
die untersuchten Proteine. In der Spalte Immunogen werden die verwendeten 
Standards und somit auch das gebundene Epitop des jeweiligen Proteins 
angegeben. 
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3.6.2 Beschreibung der Reagenzien und Durchführung der ELISAs 
Die Kits der Firma USCN (MUC5AC, MUC5B, Periostin, CLCA1, CPA3) benötigen 
zur Testdurchführung den jeweiligen spezifischen Standard in Form des 
jeweiligen rekombinanten, lyophylisierten Proteins (siehe hierzu Tabelle 
Assaykonfiguration: Immunogen), eine mit dem Capture-Antikörper (1. AK) prä-
gecoatete 96-well-Mikrotiterplatte spezifisch für das jeweilige Protein, das 
Detection Reagent A und B, Substrat (Tetramethylbenzidin), Diluent, Puffer und 
Schwefelsäure zum Stoppen der Reaktion. Das Detection Reagent A enthält 
einen biotynilierten Detection Antikörper (2. AK) spezifisch für das jeweilige 
Protein (siehe Tabelle Assay Konfiguration: Detection Antikörper), das Detection 
Reagent B enthält mit Avidin konjugierte Meerrettich-Peroxidase. 
Es handelt sich bei den Assays um nicht kompetitive Immunoassays im 
Sandwich-Design. Auf einer mit den jeweiligen spezifischen Antikörpern 
gecoateten 96-well Microtiterplatte werden den Herstellerangaben 
entsprechend Standards und verdünnte Proben aufgetragen und gebunden, 
mittels eines biotynilierten spezifischen Antikörpers (2. AK) detektiert; nach 
Hinzugabe von Avidin-konjugierter Meerrettich-Peroxidase und TMB-Substrat 
kann ein zur jeweiligen Proteinkonzentration proportionales Signal 
photometrisch bei 450 nm detektiert werden. 
Alle Schritte wie Proben- und Reagenzienvorbereitung, Wasch- und 
Inkubationszyklen wurden exakt den Herstellerangaben entsprechend 
durchgeführt. 
Die folgenden Tabellen geben synoptisch Auskunft zum einen über die 
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Weitere assayspezifische Reagenzien 
Tabelle 7: assayspezifische Reagenzien USCN 
Detection Reagenz B mit Avidin konjugierte Meerrettichperoxidase 
TMB-Substrat Tetramethylbenzidin 
Waschpuffer   
Standarddiluent   
Assay Diluent A   
Assay Diluent B   
Stop Solution H2SO4 
 
 




Die Kits der Firma Shanghai Blue Gene (PAI 2 und MIP4) benötigen zur 
Durchführung neben einer mit dem 1. Antikörper (Capture-Antikörper) 
gecoatete 96-well-Mikrotiterplatte einen jeweiligen Standard in 
unterschiedlichen Konzentrationen, einen mit Meerrettich-Peroxidase 
konjugierten polyklonalen Antikörper gegen CCL 26 bzw. mit Meerrettich-
Peroxidase konjugiertes PAI-2-Protein. Darüber hinaus werden noch Substrat A 
und B, Stop-Solution (Schwefelsäure) und Wash-Solution benötigt. 
Der Assay für PAI 2 ist ein kompetitiver Immunoassay, jener für MIP4 ein nicht 
kompetitiver Immunoassay im Sandwich-Design. Nach Applikation der 
jeweiligen spezifischen Standards und verdünnten Proben auf die mit 
spezifischem polyklonalen Antikörper gegen CCL-26 bzw. PAI-2 gecoateten 96-
well-Mikrotiterplatten erfolgt die Gabe von mit Meerrettich-Peroxidase 
konjugierten polyklonalen anti-CCL26-Antikörpern bzw. von mit Meerrettich-
Peroxidase konjugiertem PAI-2-Protein. Nach Hinzugabe von entsprechendem 
Substrat kann photometrisch bei 450 nm ein zur CCL26-Konzentration 
proportionales Signal und ein zur PAI2-Konzentration umgekehrt proportionales 
Signal detektiert werden. 
Alle Schritte wie Proben- und Reagenzienvorbereitung, Wasch- und 
Inkubationszyklen wurden exakt den Herstellerangaben entsprechend 
durchgeführt. 
Die folgenden Tabellen geben synoptisch Auskunft zum einen über die 









Standard und Antikörper 











CCL 26 polyklonal polyklonal 
PAI 2 
rekombinantes 
PAI 2 polyklonal 
  
 
Weitere assayspezifische Reagenzien 
Tabelle 9: assayspezifische Reagenzien BlueGene 
Enzymkonjugat (CCL 26) 
mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte 
polyklonale anti-CCL26-Antikörpern 
Enzymkonjugat (PAI 2) 
mit Meerrettichperoxidase konjugiertes PAI 
2 Protein 
Substrat A   
Substrat B   
Stop Solution H2SO4 
Wasch Solution   
 
 
Das Kit der Firma Ray Bio (Osteopontin) stellt einen nicht kompetitiven 
Sandwich-Immunoassay dar und benötigt zur Durchführung neben einer mit 
anti-human-Osteopontin-Antikörpern gecoateten 96-well Mikrotiterplatte 
Standards mit rekombinantem humanem Osteopontin, Assay Diluent A und B, 
biotynilierten anti-human-Osteopontin-Antikörper, Streptavidin-konjugierte 
HRP, TMB-Substrat sowie H2SO4.  
 




Nach Applikation der Standards und verdünnten Proben auf die gecoateten 96-
well Mikrotiterplatten erfolgt die Zugabe von biotyniliertem Detection-
Antikörper. Durch Streptavidin-konjugierte Meerrettich-Peroxidase wird 
Tetramethylbenzidin enzymatisch umgesetzt, so dass photometrisch bei 450 nm 
ein zur Osteopontin-Konzentration proportionales Signal erhalten wird. 
Alle Schritte wie Proben- und Reagenzienvorbereitung, Wasch- und 
Inkubationszyklen wurden exakt den Herstellerangaben entsprechend 
durchgeführt. 
Die folgenden Tabellen geben synoptisch Auskunft zum einen über die 


















Standard und Antikörper  





Detection Antikörper  
 








Weitere assayspezifische Reagenzien 
Tabelle 11: assayspezifische Reagenzien Ray Bio 
Assay Diluent A Tierserum mit 0,09% Natriumazid NaN3 
Assay Diluent B   
Detection Antibody 



















3.6.3 Cut-off, Detection-Range, Kreuzreaktivität (Herstellerangaben) 
Die folgende Tabelle fasst die durch den Hersteller der Kits angegebenen 
Leistungscharakteristika zusammen. 
Tabelle 12: Cut-off, Detection-Range, Kreuzreaktivität (Herstellerangaben) 
  Cut-Off Detection-Range Kreuzreaktivität Hersteller 
































Osteopontin 75 pg/ml >= 75 pg/ml 
Keine 
Kreuzreaktivität 
beobachtet* RAY BIO 
*getestet  gegen:  human Angiotensin, BDNF, BLC, ENA-78, FGF-4, IL-1alpha, IL-1beta, IL-2, IL-3, 
IL-4, IL-5, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12p70, IL-12p40, IL-13, IL15, IL-309, IP-10, G-CSF, 
GM.CSF, IFN-gamma, Leptin, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MDC, MIP-1alpha, MIP-1beta, MIP-1delta, 








3.7 Geräte und Software 
Zur optischen Auswertung der Mikrotiter-Platten fand der ELISA-Reader 
„GeŶios“ der Firŵa TeĐaŶ AŶǁeŶduŶg, das optisĐhe AusleseŶ erfolgte ďei ϰϱϬ 
nm. Die Auswertung der Rohdaten und mathematische Transformation in 
Konzentrationsangaben erfolgte durch die auf den ELISA-Reader abgestimmte 
Software ebenfalls der Firma Tecan. 
Die statistische Auswertung, in Form der Berechnung der Korrelationen, der 
Varianzen, Variationskoeffizienten, Slopes und Intercepts erfolgte mit Hilfe des 
statistischen Verfahrens nach Passing und Bablock. Die computergestützte 
Berechnung erfolgte mithilfe der Statistik-Software EVAPAK der Firma Roche, 
basierend auf dem Kalkulationsprogramm EXCEL von Microsoft, die Erstellung 
der Boxplotdiagramme mit zugehörigen Kennziffern (ANOVA, p-Werte) durch 
die Statistik-Software SPSS von IBM.  
Eine Zusammenfassung der verwendeten Chemikalien, Geräte und Reagenzien 














3.8 Weitere Materialien und Reagenzien 
Tabelle 13: weitere Materialien und Reagenzien
Chemikalien/Reagenzien Hersteller 
  PBS (Dulbecco´s phosphate buffered saline) pH 7,4 PAA Laboratories GmbH, Parsing, Österreich 
1,5 mM Kaliumhydrogenphosphat (KH2Po4)  
2,7 mM Kaliumchlorid (KCL)  
8,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  




  Materialien Hersteller 
  Blutentnahme Monovetten Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Li-Heparinat 7,5 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Serum 7,5 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
0,5 ml Cups Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
1,5 ml Cups Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
10 ml Cups Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
50 ml Cups  Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Pipettenspitzen  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
  
  Geräte Hersteller 
  Pipetten 1 µl bis 1000µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Laborzentrifuge Heraeus, Kleinostheim, Deutschland 
Akku-Pipette Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Tischzentrifuge Heraeus, Kleinostheim, Deutschland 
Schüttler MTS 2/4 IKA, Koba electronic, Staufen, Deutschland 
Washer NUNC Immuno Wash 12 Nalge Nunc international, Roskilde, Dänemark 
Inkubator Heraeus Function line Haraeus, Hanau, Deutschland 
ELISA-Reader Tecan Genios Tecan, Männedorf, Schweiz 
  Software Hersteller 
 Microsoft EXCEL 
Tecan Genios Tecan 








4.1 Validierung der ELISAs, Testcharakteristika und Leistungsdaten 
4.1.1 Analytische Sensitivität 
Das Limit of Detection beschreibt die absolute untere Grenze, ab der ein Analyt 
gerade noch detektiert werden kann, also die kleinste messbare Menge, das 
Limit of Quantification beschreibt die kleinste quantifizierbare Menge. Zu den 
Berechnungen von LOD und LOQ siehe 3.5.1 und 3.5.2. Messwerte, die sich 
unterhalb dieser aus den Blank- oder Leermessungen errechneten Grenzen 
befinden, sind eine Art „Hintergrundrauschen“; hier wird also die untere Grenze 
des Messbereichs des Systems definiert.  
Tabelle 14 zeigt die errechneten Werte für LOD und LOQ, sowie die 
dazugehörigen errechneten 95%-Konfidenzintervalle. 
Die Werte entstammen einer 24-fach durchgeführten Leermessung (Blank) nach 














Tabelle 14: Analytische Sensitivität, LOD und LOQ 
Biomarker Analytische Sensitivität   
  LOD  LOQ  
Periostin 1,5 ng/ml 3,9 ng/ml 
(95%-KI) 1,42-1,74 3,79-4,11 
MUC 5 AC 1,04 ng/ml 2,66 ng/ml 
(95%-KI) 0,92-1,16 2,55-2,78 
MUC 5B 2,9 ng/ml 7,6 ng/ml 
(95%-KI) 2,63-3,25 7,30-7,93 
CCL 26 (MIP 4) 0,2 pg/ml 0,65 pg/ml 
(95%-KI) 0,20-0,28 0,61-0,69 
CPA 3 1,19 ng/ml 3,26 ng/ml 
(95%-KI) 1,05-1,35 3,12-3,42 
CLCA1 0,61 ng/ml 1,55 ng/ml 
(95%-KI) 0,55-0,67 1,49-1,61 
PAI II 1,05 ng/ml 2,66 ng/ml 
(95%-KI) 0,87-1,24 2,47-2,84 
Osteopontin 381 pg/ml 985 pg/ml 
(95%-KI) 341,8-420,8 945,8-1024,7 
 
Sämtliche ermittelten LOD und LOQ-Werte sind verhältnismäßig niedrig, wenn 
auch nicht so niedrig wie vom Hersteller angegeben. Jedoch sprechen sie dafür, 















4.1.2.1 Messpräzision / Intraassay 
Zu einem Zeitpunkt wurden auf einer Mikrotiterplatte n Proben mit dem 
jeweiligen Protein in Mehrfachbestimmung gemessen. Daraufhin erfolgte 
Berechnung der Variationskoeffizienten, welche ein Maß für die Genauigkeit des 
Messvorgangs darstellen, nach der unter 3.5.3 und 3.5.4 angegebenen Formeln. 
Der VK hat den Vorteil, dass er von der Höhe der Messwerte bereinigt ist und 
somit zum Vergleich sowohl über verschiedene Konzentrationsstufen als auch 
zum Vergleich unterschiedlicher Tests herangezogen werden kann. 
Aus Tabelle 15 gehen für das jeweilige Protein die mittleren, errechneten VKs im 
Intraassay für Serum und Plasma als auch die Anzahl der analysierten Proben, 
















Tabelle 15: Präzision Intra-Assay 
Biomarker Within run-imprecision [%] Anzahl    n 
  Intra-Assay (VK) r Wiederholungen Verdünnung Proben 
Periostin Serum: 4,2% 0,97 4 1 zu 100 33 
  Plasma: 5,1 % 0,887 4 1 zu 100 36 
MUC 5 AC Serum: 2,2 % 0,999 6 1 zu 2 6 
  Plasma: 15,9 % 0,995 6 1 zu 2 6 
MUC 5B Serum: 9,6 % 0,949 4 1 zu 2 36 
  Plasma: 23,4 % 0,986 4 1 zu 2 36 
CCL 26 (MIP 4) Serum: 12,5 % 0,894 4 1 zu 2 33 
  Plasma: 8,9 % 0,902 4 1 zu 2 33 
CPA 3 Serum: 9,8 % 0,995 6 1 zu 2 6 
  Plasma: 7,5 % 0,943 6 1 zu 2 6 
CLCA1 Serum: 17,8 % 0,999 6 1 zu 2 6 
  Plasma: 2,6 % 0,998 6 1 zu 2 6 
PAI II EDTA: 5,4 % 0,992 4 1 zu 2 20 
  Heparin: 7,3 % 0,988 4 1 zu 2 20 
Osteopontin Serum: 3,4 % 0,998 4 1 zu 20 34 
  Plasma: 9,1 % 0,981 4 1 zu 20 36 
 
Aus der Tabelle geht hervor, dass sich die überwiegende Anzahl der 
Variationskoeffizienten im mittleren einstelligen Prozentbereich befindet, die 
Tests also eine durchaus zufriedenstellende Messpräzision aufweisen. Für eine 
manuelle Methode sind dies in der Tat nicht unübliche und insofern 
befriedigende Werte, zumal es sich um eine relativ überschaubare Anzahl an 
Proben und Wiederholungen handelt. Lediglich die Präzision der Mucine im 
Plasma und des CLCA1 im Serum sind nicht zufriedenstellend, was diversen 









4.1.2.2 Methodenpräzision / Interassay 
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden auf unterschiedlichen Mikrotiterplatten 
n Proben mit dem jeweiligen Protein gemessen und analog zum Intraassay die 
Variationskoeffizienten von Tag zu Tag berechnet und gemittelt. (siehe Formel 
3.5.3 und 3.5.4) 
Tabelle 16 listet für das jeweilige Protein die mittleren VKs im Interassay für 
Serum und Plasma als auch die Anzahl der analysierten Proben, die Anzahl der 
jeweiligen Wiederholungen bzw. Tage  sowie die eingesetzten Konzentrationen 
auf. 
Tabelle 16: Präzision Inter-Assay 
Biomarker Total imprecision [%] Anzahl    n 
  Inter-Assay (VK) r Wiederholungen Verdünnung Proben 
Periostin Serum         
  Plasma         
MUC 5 AC Serum: 28,5% 0,795 3 1 zu 2 5 
  Plasma         
MUC 5B Serum         
  Plasma         
CCL 26 (MIP 4) Serum: 16,9% 0,92 2 1 zu 2 33 
  Plasma:          
CPA 3 Serum: 13,3% 0,792 3 1 zu 2 5 
  Plasma: 14,8% 0,846 2 1 zu 2 6 
CLCA1 Serum: 29,1% 0,998 3 1 zu 2 6 
  Plasma: 33,8% 0,998 2 1 zu 2 5 
PAI II EDTA: 25,4% 0,964 2 1 zu 2 20 
  Heparin: 14,6% 0,982 2 1 zu 2 20 
Osteopontin Serum: 6,8% 0,973 2 1 zu 20 32 








Im Vergleich zur vorausgegangenen Messpräzision stellt sich hier eine nicht ganz 
so überzeugende Methodenpräzision dar, die Variationskoeffizienten liegen im 
Durchschnitt zwischen 10 und 20 %, im Einzelfall auch darüber. Möglicherweise 
sind diese teilweise nicht ganz zufriedenstellenden Ergebnisse den nicht immer 
zu vermeidenden Auftauzyklen geschuldet. 
 
4.1.3 Verdünnungslinearität 
Eine native Probe wurde mit PBS verdünnt und in unterschiedlichen 
Verdünnungsstufen bezüglich der jeweiligen Proteine analysiert. Es erfolgte die 
Berechnung der mittleren VKs nach Formel 3.5.3 als Maß für die Abweichung in 
niedrigeren Konzentrationen. Tabelle 17 veranschaulicht für die jeweiligen 
Proteine neben der Anzahl der gemessenen Proben und der Anzahl der 
Wiederholungen die verschiedenen Konzentrationen und die Abweichung der 
Messwerte als VK.  Nach Durchführung einer Regressionsanalyse nach 3.5.7 und 
Berechnung des Korrelationskoeffizienten r nach 3.5.6 wurden Slope und 
Intercept bestimmt (3.5.8). Hierdurch wird das Maß an Übereinstimmung bzw. 
der Grad des Zusammenhangs der Messwerte in unterschiedlichen 
Verdünnungsstufen zum Ausdruck gebracht.  Durch Steigung der 
Regressionsgeraden (idealerweise 1) und den Schnittpunkt der 
Regressionsgeraden mit der y-Achse kann eine eventuelle Abweichung der 
Wertelage über einen gegebenen Konzentrationsbereich in zwei 
unterschiedlichen Verdünnungen (analog zu zwei unterschiedlichen Spezimen) 









Tabelle 17: Verdünnungslinearität 
Biomarker Verdünnungslinearität     n   
  Slope Intercept r VK Proben Verdünnungen 








MUC 5 AC 0,849 0,015 0,999 5,60% 6 1zu2; 1zu4 
  0,84 -0,08 0,995 18,80% 6 1zu2; 1zu4 
MUC 5B           1zu2; 1zu5 
            1zu2; 1zu5 
CCL 26 (MIP 4)           1zu2; 1zu5 
            1zu2; 1zu5 
CPA 3 0,705 2,525 0,928 15,31% 6 1zu2; 1zu4 
  1,248 -0,395 0,98 14,20% 6 1zu2; 1zu4 
CLCA1 0,902 0,098 0,99 14,30% 6 1zu2; 1zu4 
  0,885 0,011 0,991 3,10% 6 1zu2; 1zu4 
PAI II           1 zu 2 
            1 zu 2 
Osteopontin 1,323 0 0,967 10,80% 20 1zu20; 1zu40 
            1zu20; 1zu40 
 
Die Übereinstimmung der Werte unterschiedlich verdünnter Proben stellt sich 
teilweise gut bis annehmbar dar, doch überschreiten die Variationskoeffizienten 
häufiger die Marke von 10%. Dieser Effekt mag einem zwischen den Messungen 











4.1.4 Korrelation Serum und Plasma, Regressionsanalyse 
Zur Vergleichbarkeit zwischen Serum und Plasma wurde eine 
Regressionsanalyse nach Formel 3.5.7 durchgeführt, daraus Slope und Intercept 
berechnet (3.5.8) und der Korrelationskoeffizient nach Pearson errechnet, 
wobei ein Wert von 1,0 absolut identischer Werte bedeuten würde (3.5.6). 
Die folgende Tabelle listet für das jeweilige gemessene Protein neben der 
Anzahl der Proben den Korrelationskoeffizienten nach Pearson bezüglich der 
Korrelation zwischen Serum- und Plasmawerten auf sowie den 
Variationskoeffizienten bezüglich der Abweichung der Wertelage zwischen 
Serum und Plasma. Slope und Intercept geben Hinweise auf eine eventuell  
differierende Wertelage in den unterschiedlichen Spezimen. 
 
Tabelle 18: Korrelation Serum und Plasma 
  Anzahl Proben r VK Slope Intercept 
Periostin n = 33 0,892 0,08 0,646 679 ng/ml 
MUC 5 AC n = 6 0,742 0,46 1,376 0,101 ng/ml 
MUC 5B n = 33 0,975 0,143 0,993 -5,405 ng/ml 
CCL 26 (MIP 4) n = 31 0,909 0,128 0,927 -1,748 pg/ml 
CPA 3 n = 12 0,947 0,228 0,969 0,003 ng/ml 
CLCA 1 n = 12 0,998 0,227     
PAI II n = 20 0,801 0,26 0,895 -0,063 ng/ml 
Osteopontin n = 32 0,898 0,304 1,484 10,342 pg/ml 
 
 
Die Werte in den unterschiedlichen Spezimen unterscheiden sich, teilweise auch 
deutlich, so dass bei der Beurteilung von Messergebnissen stets das gleiche 
Spezimen verwendet werden sollte. Ein Unterschied, ob eines der untersuchten 





Im Folgenden wurde eine Regressionsanalyse (3.5.7) durchgeführt und die 
ermittelten Regressionsgeraden graphisch dargestellt. Absolut identische Werte 
in Serum und Plasma würden auf einer Geraden mit der Steigung 1 und dem y-
Achsenabschnitt (0/0) zu liegen kommen. Der Schnittpunkt der tatsächlichen 
ermittelten Geraden mit der y-Achse gibt Auskunft über eine erhöhte bzw. 
erniedrigte Wertelage in einem der jeweiligen untersuchten Spezimen. Die 
Steigung gibt Hinweise über das Verhalten der Wertelage über einem 
bestimmten Mess- bzw. Konzentrationsbereich hinweg. Die Werte sind in 
Tabelle 18 abgebildet.  
Es gilt die Formel: Y = slope * X + intercept, wobei y der Messwert aus dem 
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Abbildung 26: Periostin, Darstellung der Wertepaare in Serum und Plasma mit 
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Abbildung 27: Osteopontin, Darstellung der Wertepaare in Serum und Plasma mit 
Regressionsgerade, Korrelationskoeffizient r = 0,898 




















16,0 32,0 48,0 64,0 80,0
 
Abbildung 28: CCL 26, Darstellung der Wertepaare in Serum und Plasma mit 


























Abbildung 29:  PAI 2, Darstellung der Wertepaare in Serum und Plasma mit 
Regressionsgerade, Korrelationskoeffizient r = 0,801 
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Abbildung 30: CPA 3, Darstellung der Wertepaare in Serum und Plasma mit 
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Abbildung 31: MUC 5 AC, Darstellung der Wertepaare in Serum und Plasma mit 
Regressionsgerade, Korrelationskoeffizient r = 0,742 
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Abbildung 32: MUC 5 B, Darstellung der Wertepaare in Serum und Plasma mit 





Bei allen untersuchten Parametern finden sich mehr oder weniger große 
Abweichungen der Wertepaare hinsichtlich der Wertelage in den 
unterschiedlichen Spezimen. Periostin, Osteopontin und MUC 5AC zeigen eine 
nur mäßig Korrelation der Werte in unterschiedlichen Spezimen und die 
stärksten Abweichungen der Regressionsgeraden von der Steigung 1. Der 
Periostin-Assay misst im Plasma durchschnittlich etwas erniedrigte Werte, 
insbesondere bei höheren Konzentrationen des Analyten. Beim Osteopontin-
Assay verhält es sich umgekehrt, hier werden die durchschnittlich höheren 
Konzentrationen im Plasma gemessen. Insbesondere in den höheren 
Wertelagen werden auch hier die größten Unterschiede gemessen. 
Die übrigen Regressionsgeraden zeigen eine Steigung nahe 1, CCL 26 und MUC 5 
B darüber hinaus eine leicht erniedrigte Wertelage im Plasma.  
Insgesamt zeigt sich bei allen Assays eine relativ gute Übereinstimmung 
zwischen den Messwerten in den unterschiedlichen Spezimen im niedrigeren 
und vor allem im mittleren Messbereich, größere Unterschiede treten 
tendenziell erst in höheren Bereichen auf.   
Die Korrelation in den unterschiedlichen Spezimen ist im PAI 2-Assay und im 
MUC 5 AC-Assay eher schwach bis mäßig, im Periostin- und Osteopontin-Assay 
mäßig und in den übrigen Assays relativ stark. 
Jedoch stellen sich die Unterschiede als VK oder als prozentuale Abweichung 
der Mediane oder Mittelwerte ausgedrückt im Falle des Periostin-Assay mit VK = 









4.2 Wertelage, Verteilung als Boxplots, Signifikanzunterschiede 
Im Folgenden werden die Messergebnisse bezüglich des jeweiligen Parameters 
in Form von Boxplot-Diagrammen dargestellt - aufgeteilt in die jeweiligen 
Gruppen und differenziert nach Serum und Plasma. 
Anhand von statistischen Hypothesentests wie t-Test (3.5.5) kann – wenn 
vorhanden - ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen zwei Gruppen 
(oder ggf. auch Spezimen) belegt werden. Mithilfe einer Varianzanalyse 
(ANOVA) können entsprechend Vergleiche zwischen mehr als zwei Gruppen 
durchgeführt werden (3.5.5). Die Signifikanz eines Unterschiedes wird auf einem 
definierten Signifikanzniveau durch den p-Wert (3.5.5) angegeben, der die 
Irrtumswahrscheinlichkeit ausdrückt, mit welcher das gegebene Ergebnis 
erhalten wird (t-Wert), falls in Wahrheit doch kein Unterschied zwischen den 
Gruppen besteht, also die H0-Hypothese wahr ist. Mithilfe einer Varianzanalyse 
(ANOVA) können entsprechend Vergleiche zwischen mehr als zwei Gruppen 




















Abbildung 33: CLCA1 Boxplot-Diagramm, Streuung der Werte in den drei Subgruppen 
Kontrolle, Inflammation und Atopie jeweils in Plasma und Serum, dargestellt sind als 
Box ober- und unterhalb des Medians (schwarze Linie) das obere und untere Quartil 
(25 – 50% und 50 – 75%), welche zusammen 50% der Messwerte enthalten, als 
Antennen die äußeren Quartilen begrenzt durch die Extremwerte. Zusätzlich werden 
eventuelle Ausreißer dargestellt. p-Werte (auf dem 0,1-, 0,01- und 0,001-Niveau) 
sind nur bei statistischer Signifikanz angegeben.  
 
Das Diagramm zeigt die Messwerte in den drei Untergruppen Kontrolle, 
Inflammation und Atopie jeweils im Serum und im Plasma. Ein statistisch 
signifikanter Unterschied zwischen den Untergruppen lässt sich nicht feststellen. 
Die Mediane befinden sich im Bereich von LOD und LOQ, so dass lediglich von 


















* P < 0,1
** p < 0,01
*** p < 0,001
 
Abbildung 34: CPA 3 Boxplot, Streuung der Werte in den drei Subgruppen Kontrolle, 
Inflammation und Atopie jeweils in Plasma und Serum; wie Abb. 33 
 
Auf dem 0,01 Signifikanzniveau findet sich mit p = 0,08 zwischen der Kontrolle 
und der Gruppe der akuten Inflammation sowie mit p = 0,085 zwischen 
Kontrolle und Atopie noch kein signifikanter Unterschied, wohl aber auf dem 
Niveau von 0,1. Die Varianzanalyse (ANOVA) zeigt mit p = 0,011 einen 
Unterschied unter Berücksichtigung aller Gruppen. Die Unterschiede treten hier 

















Abbildung 35: CCL 26 Boxplot, Streuung der Werte in den drei Subgruppen Kontrolle, 
Inflammation und Atopie jeweils in Plasma und Serum; wie Abb. 33 
 
Sowohl der Teilgruppenvergleich als auch die Varianzanalyse zeigen sich keine 



















* P < 0,1
** p < 0,01
*** p < 0,001
 
Abbildung 36: Osteopontin Boxplot, Streuung der Werte in den drei Subgruppen 
Kontrolle, Inflammation und Atopie jeweils in Plasma und Serum; wie Abb. 33 
 
Der Teilgruppenvergleich zwischen Kontrolle und akuter Inflammation weist 
sowohl im Plasma als auch im Serum einen hoch signifikanten Unterschied auf 
(Plasma: p < 0,0001, bzw. Serum p = 0,001), Auch der Unterschied zwischen 
akuter Inflammation und Atopie ist hoch signifikant: Plasma: p < 0,0001, Serum 
p = 0,002. Ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und Atopie ist nicht 
feststellbar. Auch die Varianzanalyse aller drei Gruppen zeigt mit p < 0,0001 in 
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* P < 0,1
** p < 0,01
*** p < 0,001
 
Abbildung 37: PAI 2 Boxplot, Streuung der Werte in den drei Subgruppen Kontrolle, 
Inflammation und Atopie jeweils in Plasma und Serum; wie Abb. 33 
 
Die Einzelgruppenanalyse im Heparinplasma ergibt folgende Ergebnisse: mit p = 
0,003 ist der Unterschied auf dem 0,05-Niveau signifikant zwischen der 
Kontrollgruppe uns der Gruppe der akuten Inflammation, mit p = 0,003 
ebenfalls signifikant zwischen der Kontrolle und den Schwangeren. Keine 
Signifikanz zeigt sich zwischen der Kontrolle und der Gruppe der Atopiker, (p = 
0,353).  Signifikant zeigt sich jedoch der Unterschied zwischen der akuten 
Inflammation und der Atopie mit p = 0,01. Der p-Wert zwischen der akuten 
Inflammation und der Gruppe der Schwangeren beträgt nur 0,099, ist aber 
somit noch auf dem Niveau von 0,1 signifikant. Die Varianzanalyse zwischen 
allen Gruppen liefert ein statistisch signifikantes Ergebnis: In allen untersuchten 
Spezimen liegt der p-Wert unter 0,0001. Die Einzelgruppenanalyse im EDTA-
Plasma zeigt Signifikanz auf dem Niveau von 0,1 zwischen der Kontrollgruppe 





Schwangeren (p = 0,079), sowie zwischen der Inflammation und der Atopie (p = 
0,18). Keine Signifikanz jedoch findet sich zwischen Kontrolle und Atopie. 
Periostin











* P < 0,1
** p < 0,01
*** p < 0,001
 
Abbildung 38: Periostin Boxplot, Streuung der Werte in den drei Subgruppen 
Kontrolle, Inflammation und Atopie jeweils in Plasma und Serum; wie Abb. 33 
 
In der Einzelgruppenanalyse ergibt sich lediglich ein signifikanter Unterschied 
zwischen der Kontrolle und den Atopikern im Serum: p = 0,002, die Differenz 
der Mittelwerte ist hier auf dem Niveau 0,01 signifikant. Der Unterschied 
zwischen Kontrolle und akuter Inflammation ist es auf dem Niveau von 0,1 mit p 
= 0,083 signifikant. Darüber hinaus zeigt sich bei allen anderen Vergleichen 
keine statistische Signifikanz. Die Varianzanalyse  im Serum ergibt: p = 0,025. 
Zusammenfassend lässt sich also ein signifikanter Unterschied im Serum 
zwischen der Kontrolle auf der einen Seite sowie der Inflammation und der 


















Abbildung 39: MUC 5 AC Boxplot, Streuung der Werte in den drei Subgruppen 
Kontrolle, Inflammation und Atopie jeweils in Plasma und Serum; wie Abb. 33 
 
Einerseits ist zu bemerken, dass der Test im Serum versagt, andererseits lassen 



















Abbildung 40: MUC 5 B Boxplot, Streuung der Werte in den drei Subgruppen 
Kontrolle, Inflammation und Atopie jeweils in Plasma und Serum; wie Abb. 33 
 
Auf dem 5%-Signifikanzniveau ergeben sich keine signifikanten Unterschiede 















Abbildung 41: Ratio MUC 5 AC / MUC 5 B 












Abbildung 42: Tryptase Boxplot, Streuung der Werte in den drei Subgruppen 
Kontrolle, Inflammation und Atopie. 





4.3 Synopsis der Leistungsdaten 
Im Folgenden wird die Anzahl der in Doppelbestimmung gemessenen Proben 
sowie die Anzahl der unterschiedlichen eingesetzten Konzentrationen 
wiedergegeben sowie die daraus errechneten Testcharakteristika (Inter-
/Intraassay: Korrelation r, Variationskoeffizient VK; Verdünnungslinearität und 




















Tabelle 19: Synopsis der Leistungsdaten 1 
  Periostin MUC 5 AC MUC 5 B CCL 26 
Korrelation 
Serum - Plasma 
( r ) 0,892 0,742 0,975 0,909 
VK 0,08 0,46 0,143 0,128 
  
n = 33 
Probenpaare 
n = 6 
Probenpaare 
n = 33 
Probenpaare 
n = 31 
Probenpaare 
Interassay 
Serum      
n = 5 
Probenpaare,   3 
Wiederholungen   
n = 33 
Probenpaare,   2 
Wiederholungen 
R   0,795   0,92 
VC   0,285   0,169 
Intraassay 
Serum 
n = 33 
Probenpaare,   2 
Wiederholungen 
n = 6 
Probenpaare,   6  
Wiederholungen 
n = 36 
Probenpaare,  2  
Wiederholungen 
n = 2 x 33 
Probenpaare, 2  
Wiederholungen 
R 0,97 0,999 0,949 0,894 
VC 0,042 0,022 0,096 0,125 
Intraassay 
Plasma 
n = 36 
Probenpaare,   2  
Wiederholungen 
n = 6 
Probenpaare,   6  
Wiederholungen 
n = 36 
Probenpaare,  2  
Wiederholungen 
n = 33 
Probenpaare,   2 
Wiederholungen 
R 0,887 0,995 0,986 0,902 
VC 0,051 0,159 0,234 0,089 
Verdünnungs-
Linearität 
Serum   
n = 6 
Probenpaare,   3  
Konzentrationen     





(%)   0,056     
Verdünnungs-
Linearität 
Plasma   
n = 6 
Probenpaare,    2  
Konzentrationen     










Tabelle 20: Synopsis der Leistungsdaten 2 
  CPA 3 CLCA 1 PAI 2 Osteopontin 
Korrelation 
Serum - Plasma ( 
r ) 0,947 0,998 0,801 0,898 
VK 0,228 0,227 0,26 0,304 
  
n = 12 
Probenpaare 
n = 12 
Probenpaare 
n = 20 
Probenpaare 
n = 32 
Probenpaare 
Interassay 
Serum    
n = 5 
Probenpaare,   3  
Wiederholungen 
n = 6 
Probenpaare,    3  
Wiederholungen 
n = 20 
Probenpaare,   2  
Wiederholungen 
n = 32 
Probenpaare,   2  
Wiederholungen 
R 0,792 0,998 0,964 0,973 
VC 0,133 0,291 0,254 0,068 
Interassay 
Plasma 
n = 6 
Probenpaare, 2  
Wiederholungen 
n = 5 
Probenpaare, 2  
Wiederholungen 
n = 20 
Probenpaare,   2  
Wiederholungen   
R 0,846 0,998 0,982   
VC 0,148 0,338 0,146   
Intraassay 
Serum 
n = 6 
Probenpaare,   6  
Wiederholungen 
n = 6 
Probenpaare,    6  
Wiederholungen 
n = 20 
Probenpaare,   2  
Wiederholungen 
n = 34 
Probenpaare,   2  
Wiederholungen 
R 0,995 0,999 0,992 0,998 
VC 0,098 0,178 0,054 0,034 
Intraassay 
Plasma 
n = 6 
Probenpaare,   6  
Wiederholungen 
n = 6 
Probenpaare,    6  
Wiederholungen 
n = 20 
Probenpaare,   2  
Wiederholungen 
n = 36 
Probenpaare,   2  
Wiederholungen 
R 0,943 0,998 0,988 0,981 
VC 0,075 0,026 0,073 0,091 
Verdünnungs-
Linearität Serum 
n = 6 
Probenpaare,   3  
Konzentrationen 
n = 6 
Probenpaare,    3  
Konzentrationen   
N = 20 
Probenpaare,   2 
Konzentrationen 








n = 6 
Probenpaare,    3  
Konzentrationen 
n = 6 
Probenpaare,    3  
Wiederholungen     











4.4 Zusammenfassung der Testcharakteristika 
In der im Folgenden dargestellten Zusammenfassung werden die ermittelten 
und errechneten Leistungsdaten der analytischen Sensitivität (LOD und LOQ), 
der Intra- und Interassays sowie der Verdünnungslinearität synoptisch 
dargestellt. 
 
Tabelle 21: Zusammenfassung der Leistungsdaten 






linearity     




(VK) r slope intercept r VK 
Periostin 1,5 ng/ml 3,9 ng/ml Serum: 4,2% 0,97             
      Plasma: 5,1 % 0,887             




ng/ml Serum: 2,2 % 0,999 28,50% 0,795 0,849 0,015 0,999 5,60% 
      Plasma: 15,9 % 0,995     0,84 -0,08 0,995 18,80% 
MUC 5B 2,9 ng/ml 7,6 ng/ml Serum: 9,6 % 0,949             
      Plasma: 23,4 % 0,986             
CCL 26  
(MIP 4) 0,2 pg/ml 
0,65 
pg/ml Serum: 12,5 % 0,894 16,90% 0,92         





ng/ml Serum: 9,8 % 0,995 13,30% 0,792 0,705 2,525 0,928 15,31% 





ng/ml Serum: 17,8 % 0,999 29,10% 0,998 0,902 0,098 0,99 14,30% 





ng/ml EDTA: 5,4 % 0,992 25,40% 0,964         
      Heparin: 7,3 % 0,988 14,60% 0,982         
Osteopontin 381 pg/ml 985 pg/ml Serum: 3,4 % 0,998 6,80% 0,973 1,323 0 0,967 10,80% 






5. Diskussion   
5.1 Diskussion der einzelnen Biomarker 
Im Folgenden sollen die Messwerte zunächst im Hinblick auf die allgemeine 
Wertelage beurteilt werden. Weiterhin erfolgt eine Beurteilung im Hinblick auf 
mögliche Unterschiede zwischen Serum und Plasma und insbesondere auf 
Unterschiede in den drei Gruppen Kontrolle, akute Inflammation und Atopie. 
Des Weiteren sollen die Tests in Bezug auf ihre spezifischen Leistungsdaten hin 
beurteilt werden.  
Lassen sich aufgrund dieser Betrachtungen Rückschlüsse auf das jeweilige 
Protein ziehen oder bestätigen die Messergebnisse Bekanntes bezüglich der 
Verteilung, Struktur und Funktion der Proteine bzw. fügen sie sich ins Bild des 
bereits Bekannten?  
Darüber hinaus soll eine Beurteilung bezüglich der Eignung als potentieller 
Biomarker abgegeben werden. Dieses soll von der Rationalen her erfolgen und 
zwar basierend auf den eingangs diskutierten Erkenntnissen zu den jeweiligen 




Zunächst fällt beim CLCA1 auf, dass die Mediane der Messwerte in allen drei 
Gruppen sich nahe des Probenleerwertes befinden. Das Limit of Detection liegt 
errechnet bei 0,61 ng/ml, dieses wird von einem Großteil der Messwerte gar 
nicht erreicht, das Limit of Quantification von 1,55 ng/ml wird nur von wenigen 
Ausreißern erreicht. Aufgrund dieser extrem niedrigen Wertelage muss doch 
eher von einem Hintergrundrauschen ausgegangen werden, signifikante 
Unterschiede in den drei Gruppen oder Unterschiede im Serum und Plasma 




unterschiedlichen Gruppen ist auf dem Niveau von 0,05 nicht signifikant. 
Offensichtlich ist der Test nicht geeignet zur Quantifizierung von CLCA1 im Blut 
oder aber – und das könnte im Hinblick auf die Lokalisation und Funktion des 
Proteins die wahrscheinlichere Erklärung sein – es gibt im peripheren Blut 
überhaupt keine quantitativ detektierbaren Mengen an CLCA1. CLCA1 ist 
vermutlich ein zellmembranassoziiertes Protein, welches in die Regulation Ca2+ -
abhängiger-Cl—-Kanäle involviert ist und so unter anderem durch den 
transmembranösen Chloridstrom in die Produktion, Menge und vor allem die 
Beschaffenheit von Mucus eingreifen kann. Darüber hinaus hat es steuernde  
Eigenschaften die MUC-Genexpression betreffend. Hieraus wird ersichtlich, dass 
CLCA1 als membranständiges oder lokal im Interzellularraum des 
respiratorischen Epithels lokalisiertes Protein nicht systemisch detektierbar ist 
und somit die Werte unterhalb des LOD nicht zwingend auf einem Testversagen 
beruhen. Vielmehr scheint CLCA1 per se nicht als systemischer, peripher zu 
messender Biomarker geeignet zu sein. Fraglich wäre, ob in einem 
vorselektionierten Kollektiv von TH2-Endotypen eine Menge oberhalb des LOQ 
auch in der Peripherie detektierbar und quantifizierbar wäre, was aus den 
aktuellen Messwerten nicht herzuleiten ist. Eine Erprobung an einem 
vorselektierten Kollektiv von TH2-Endotypen müsste diese Frage beantworten. 
Plausibel erscheint jedoch, dass ein zellmembranassoziiertes Protein bzw. ein 
Protein der extrazellulären Matrix des (respiratorischen) Epithels nicht 
unbedingt geeignet für eine Bestimmung im peripheren Blut ist. 
 
5.1.2 Carboxypeptidase A3  
Die Mediane der Messwerte überschreiten alle deutlich das Limit of Detection 
und insbesondere in der Gruppe der Atopiker liegen die Messwerte deutlich 
über dem Limit of Quantification, so dass davon ausgegangen werden kann, 




Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen finden sich nicht, jedoch ein Trend zu 
einer leicht erhöhten Wertelage von der Kontrollgruppe ausgehend über die 
Gruppe der akuten Inflammation bis hin zu der Gruppe der Atopiker mit der 
höchsten Wertelage (Trend). Zwischen Kontrolle und akuter Inflammation findet 
sich auf dem 0,05-Niveau mit p = 0,08 und zwischen Kontrolle und Atopie mit p 
= 0,085 noch keine Signifikanz. Mit einer Unpräzision von kleiner 10% im 
Intraassay und kleiner 14% im Interassay liefert der Test befriedigende 
Leistungsdaten für eine manuelle Methode, die Korrelation zwischen Serum und 
Plasma ist mit r = 0,95 halbwegs annehmbar, jedoch optimierungsbedürftig. In 
der Verdünnungslinearität zeigt sich mit 15% eine gerade noch akzeptable 
mittlere Abweichung. Alles in allem scheint Carboxypeptidase A3 also im 
peripheren Blut anwesend zu sein, und der Test brauchbar, um diese zu 
detektieren und zu quantifizieren. Ob CPA3 geeignet ist, eine signifikante 
Unterscheidung zwischen den TH2-Signaturen zu treffen, setzt die 
Untersuchung an vorselektionierten TH2-Endotypen voraus. Carboxypeptidase 
A3 ist ein von Mastzellen sezerniertes Enzym mit der Funktion einer 
Exopeptidase, welche unter anderem im Atemwegsepithel von Asthmatikern 
zusammen mit Endopeptidasen wie Tryptasen oder Chymase von Mastzellen 
verstärkt sezerniert wird. Hier stellt sich die Frage, ob die gemessene 
Carboxypeptidase A3 auch die initial im bronchialen Epithel lokalisierte ist und 
nun systemisch, peripher detektierbar wird, oder ob sie von Mastzellen anderer 
Lokalisation stammt. 
 
5.1.3 CCL26 (MIP4) 
Die Messwerte des CCL26 heben sich alle deutlich vom LOD und LOQ ab, das 
Protein scheint also grundsätzlich im peripheren Blut vorhanden und 
quantifizierbar zu sein. Bezüglich der Wertelage findet sich in der 




Median von ca. 40 pg/ml findet sich in der Gruppe der akuten Inflammation, die 
Gruppe der Atopiker nimmt mit ca. 30 pg/ml eine mittlere Stellung ein. Ein 
statistisch signifikanter Unterschied in den untersuchten Gruppen lässt sich 
jedoch nicht feststellen, insofern bleiben die Differenzen in den Gruppen ein 
Trend. Bezüglich der Unpräzision zeigt der Test eine VK von 8,9% bzw. 12,5% im 
Intraassay und somit noch akzeptable Leistungsdaten und 16,9 % im Interassay, 
was für eine manuelle Methode gerade noch hinnehmbar scheint und durch 
Routine optimierbar ist. Im Serum jedoch wird eine leicht erniedrigte Wertelage 
gemessen. CCL 26 scheint nicht nur im TH2-Endotypen eine Rolle zu spielen, 
sondern auch in der akuten Inflammation im Allgemeinen. Insofern gilt auch 
hier, dass zur Überprüfung der Signifikanz der CCL26-Konzentrationen in TH2-
hoch-Individuen gegenüber TH2-niedrig-Individuen vorselektionierte TH2-hoch 
und –niedrig Kollektive bzw. TH2-Endotypen und non-TH2-Endotypen verglichen 
werden müssten. Da CCL26 offensichtlich allgemein im Entzündungsgeschehen 
angetroffen werden kann (die höchsten Konzentrationen werden in der Gruppe 
der akuten Inflammation gemessen), ist fraglich ob es sich als Biomarker für 
einen speziellen Asthma-Endotypen eignen wird oder aufgrund seiner in Kapitel 
1.8.4 dargelegten komplexen Interaktionen nicht zu vage und zu allgemein in 




Am deutlichsten von allen untersuchten potentiellen Biomarkern differieren in 
den drei Subgruppen die Osteopontinkonzentrationen. Alle liegen deutlich 
oberhalb des errechneten LOQ von ca. 1 ng/ml, jedoch ist die signifikant 
höchste Wertelage in der Gruppe der akuten Inflammation anzutreffen. Hier 
werden im Median Konzentrationen von ca. 150 ng/ml angetroffen. Insgesamt 




Serum und Plasma ist mit r = 0,898 nicht gut. Die niedrigsten Werte insgesamt 
werden in der Gruppe der gesunden Kontrollen angetroffen. Die Differenz der 
Mittelwerte der Gruppen Kontrolle und akute Inflammation ist auf dem Niveau 
0,05 mit p < 0,0001 signifikant, ebenso ist der Unterschied zwischen der akuten 
Inflammation und der Gruppe der Atopiker mit p < 0,0001 signifikant. Lediglich 
im Vergleich zwischen Kontrolle und Atopie findet sich keine Signifikanz. Die 
Leistungsdaten bezüglich der Unpräzision stellen sich mit VKs von 3,4% bzw. 
9,1% im Intraassay und mit 6,8% im Interassay sehr gut dar. Kritisch zu 
hinterfragen ist jedoch die Funktion des Osteopontin im Entzündungsgeschehen 
und somit seine Eignung als potentieller Biomarker. Unbestritten ist es im 
Rahmen einer akuten Inflammation deutlich erhöht anzutreffen, doch wie oben 
beschrieben ist die Rolle des Osteopontin offensichtlich sehr komplex und 
schlecht verstanden. Einerseits erfüllt es eine Funktion in der Entwicklung von 
TH1-Entzündungen, andererseits scheint es Hinweise darauf zu geben, dass es 
TH2-Antworten zu unterdrücken vermag und umgekehrt durch TH2-Zytokine 
wie IL-13 seinerseits inhibiert werden kann. Weiterhin scheint der Zeitpunkt von 
Bedeutung zu sein, zu welchem das Osteopontin betrachtet wird: in der frühen 
Phase der Allergenexposition oder zu späteren Zeitpunkten im Krankheitsverlauf 
wie beispielsweise der wiederholten Allergenchallenge oder auch der 
Chronifizierung und letztendlich in Prozessen das Remodeling betreffend. 
Insofern scheint die Rolle noch zu schlecht verstanden zu sein, um diesen 
Marker einfach zu interpretieren, auch wenn er durchaus zufriedenstellend 
messbar ist. Eine dichotome Entscheidung bezüglich des TH2-Endotyps scheint 
anhand eines Osteopontinlevels nicht einfach abzuleiten zu sein.  
 
5.1.5 Serpin B2 
Die Wertelage des PAI 2 liegt in der Kontrollgruppe sowie der Gruppe der 




Messwerte im Median bei Schwangeren ab, jedoch die höchste Wertelage 
erreicht nur die Gruppe der akuten Inflammation mit einem Median von 12 
bzw. 15 ng/ml. Statistisch signifikante Unterschiede bestehen zwischen allen 
Gruppen: Auf dem 0,05-Niveau ergibt sich zwischen Kontrolle und akuter 
Inflammation: p = 0,003; zwischen Kontrolle und Schwangeren p = 0,003; 
zwischen Inflammation und Atopie p = 0,01 und zwischen Inflammation und 
Schwangeren p = 0,09. Eine Ausnahme bildet mit p = 0,353 der Vergleich 
zwischen Kontrolle und Atopie, hier zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Die 
Unpräzision im Intraassay ist mit einer VK von 5,4% im EDTA-Plasma und 7,3% 
im Heparin ausreichend gut, die Korrelation zwischen EDTA und Heparin-Plasma 
mit r = 0,8 jedoch nur sehr mäßig. Auch die Unpräzision im Interassay ist mit 
einer VK von 20% im Mittel nicht ausreichend. Da sich in der Gruppe der akuten 
Inflammation eine signifikant höhere Menge an PAI 2 detektieren lässt als in der 
Gruppe der Atopiker, ist fraglich ob sich PAI 2 als systemischer Biomarker für 
einen TH2-Endotyp eignet. Analog zum CCL 26 wäre zu überprüfen, ob sich 
statistisch signifikante Unterschiede in einem vorselektionierten TH2-hoch-
Kollektiv, also TH2-Endotypen sowohl gegenüber einer Gruppe der allgemeinen 
akuten Inflammation als auch einem vorselektionierten non-TH2-Endotyp-
Kollektiv  finden lassen. Möglicherweise spielt in der TH2-Entzündungsantwort 
bzw. bei der Entstehung des TH2-Endotyps die intrazelluläre, nicht sezernierte 
und somit nicht systemisch messbare Fraktion des 47 kDA PAI 2 die treibende 
Kraft, während die sezernierte 60 kDA Form, welche hier systemisch detektiert 
wurde, eher ein allgemeiner Marker für akute Inflammation ist, und über die Art 
und Weise der T-Zell Aktivierung möglicherweise jedoch gar nichts auszusagen 
vermag.   
Generell stellt sich bei dieser Betrachtungsweise die Frage, in welcher der hier 
abgebildeten Messgruppen sich die TH2-hoch-Population bzw. der TH2-Endotyp 
wiederfinden würde. Eher in der Gruppe der akuten Inflammation oder in der 




CCL 26 als auch PAI2 noch ein brauchbarer Biomarker sein, wenn man 
betrachtet, dass CCL 26 und vor allem PAI2 hier die größte Spannbereite als 
auch den höchsten Median in der Gruppe akute Inflammation aufweist.  
Diese Frage kann nur durch erneute Messung zytologisch oder 
molekularbiologisch vorselektionierter Kollektive von TH2-Endotypen, non-TH2-
Endotypen (TH2-niedrig-Asthmatiker), gesunder Kontrollen und Patienten mit 
akuter Inflammation anderer Ursache und die folgende Untersuchung der 
Differenz der Mittelwerte im Hinblick auf statistische Signifikanz beantwortet 
werden. 
 
5.1.6 MUC 5AC und 5B 
MUC5AC: Hier ist in allen Gruppen im Median eine relativ niedrige Wertelage zu 
beobachten, jedoch über LOD und LOQ (1,04 ng/ml bzw. 2,66 ng/ml) erhaben. 
Grundsätzlich versagt der Test hier in Bezug auf das Untersuchungsmaterial 
Serum.  In den oberen beiden Quartilen werden insbesondere in der gesunden 
Kontrollgruppe sehr hohe Werte erreicht. Bei einem Median von 40 ng/ml 
werden Werte über 400 ng/ml und darüber hinaus erreicht. Inflammation und 
Atopie unterscheiden sich nicht. Die Differenz der Mittelwerte aller untersuchen 
Gruppen ist auf dem Niveau 0,05 nicht signifikant. In Bezug auf die Unpräzision 
zeigt der Test im Intraassay mit einer VK von 15 % einen noch hinnehmbaren, 
jedoch optimierbaren Wert.  
MUC5B: Hier zeigt sich bezüglich der Wertelage eine ähnliche Verteilung wie bei 
MUC5AC: Eine über das Hintergrundrauschen deutlich erhabene Verteilung der 
Messwerte mit den höchsten Konzentrationen in der gesunden Kontrollgruppe. 
Im Unterschied jedoch werden hier auch Konzentrationen im Serum gemessen. 
Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen auf dem 0,05-




sich eine durchwachsene Leistung bezüglich Unpräzision. Die Werte in Serum 
und Plasma korrelieren mit r = 0,975. 
Da wie oben beschrieben MUC5AC bei TH2-Endotypen heraufreguliert zu sein 
scheint, und MUC5B eher eine Clearancefunktion in den kleinen Atemwegen 
zugeschrieben wird, müsste - wie auch auf genetischer Ebene bei TH2-hoch-
Individuen beobachtet und nachgewiesen wurde - die Ratio zugunsten des 
MUC5AC verschoben sein. Anhand der hier gemessenen Daten lässt sich in 
keiner Gruppe eine signifikant erhöhte Ratio nachweisen, auch hier bleibt das 
Problem, dass diese Untersuchung an zytologisch oder molekularbiologisch 
vorselektionierten Probanden erfolgen muss. Möglicherweise sind auch die 
Leistungsdaten des eingesetzten Tests zu schlecht. Die gleichen Proben wurden 
auch im Hinblick auf ihre Konzentration an Tryptase gemessen, wo sich eine 
signifikante Erhöhung der Konzentration in der Gruppe der akuten Inflammation 
bestätigt. Eine Abgrenzung zwischen TH2-Endotyp (TH2-hoch) und non-TH2-
Endotyp (TH2-niedrig) hat hier wie bislang bei allen potentiellen Biomarkern 
noch zu erfolgen.  
 
5.1.7 Periostin 
Die Wertelage bezüglich des Periostin unterscheidet sich in den untersuchten 
Gruppen nur unwesentlich, im Serum werden tendenziell höhere Werte 
gemessen, hier scheint der Test möglicherweise sensitiver zu sein.  Kritisch stellt 
sich dar, dass im Median kaum das LOQ überschritten wird, lediglich in der 
Gruppe der akuten Inflammation (und in der Gruppe der Atopie gemessen im 
Serum) liegen die oberen zweieinhalb Quartilen über dem Limit of 
Quantification. Im direkten Vergleich zwischen Kontrolle und Atopie gemessen 
im Serum lässt sich mit p = 0,002 ein signifikanter Unterschied nachweisen, der 




dem 0,05-Niveau nicht signifikant, wohl aber auf dem Niveau 0,1 (ebenfalls 
gemessen im Serum). 
Mit VKs von 4,2 % und 5,1 % im Intraassay werden jedoch sehr gute 
Leistungsdaten bezüglich Unpräzision erzielt. Die Korrelation zwischen Serum 
und Plasma beträgt jedoch nur r = 0,892. Insgesamt zeigt der Test die bessere 
Sensitivität  im Serum. 
Grundsätzlich ist anzumerken, dass es bei einer alles in allem befriedigenden 
Leistunsperformance des Tests nicht das Ziel ist, signifikante Unterschiede 
bezüglich der peripheren Periostinkonzentrationen zwischen Gruppen von 
Probanden mit akuter Inflammation im Allgemeinen gegenüber Gesunden oder 
Atopikern nachzuweisen, sondern als idealer Biomarker soll sich die 
Periostinkonzentration in der Subgruppe der Individuen des TH2-Endotyps 
signifikant gegenüber allen anderen – ganz gleich ob gesund, TH2-niedrig-
Asthma oder einer Inflammation basierend auf sonstigen Ursachen – abgrenzen. 
Der signifikante Unterschied soll bestehen zwischen Periostin-Konzentration 
von TH2-Endotypen (molekularen TH2-hoch-Phänotypen) gegenüber allen 
anderen Individuen. Dieser Nachweis wäre noch zu erbringen. Zur Rolle des 
Periostin als Biomarker siehe die ausführlichere Diskussion weiter unten.  
 
5.2  Zusammenfassende Wertung und Beurteilung der 
Testcharakteristika: 
Da die gemessene Anzahl der Probanden zum einen als auch die Anzahl der 
Wiederholungsmessungen zum anderen (sowohl im Intra- und Interassay als 
auch nur orientierend betrachtet für die Bestimmung der 
Verdünnungslinearitäten) doch eher als gering einzuschätzen ist, könnte 
erwartet werden, dass bei größerem Probenumfang und gesteigerter 
Wiederholungsanzahl möglicherweise bessere Ergebnisse die Qualitätskriterien 




die Wahrscheinlichkeit von möglichen Interferenzen relativiert, wenn sich die 
Tests auf eine größere Stichprobenmenge in der Grundgesamtheit beziehen. 
Hier besteht Erweiterungs- und Ergänzungsbedarf.  
Zum anderen ist wie bei der Betrachtung der einzelnen Biomarker schon 
angedeutet wurde zu beachten: Um eine signifikante Unterscheidung zwischen 
einer TH2-hoch und einer TH2-niedrig-Gruppe bzw. einer Gruppe von Atopikern 
oder anderweitig chronisch Kranken zu erlauben, bedarf es zunächst einer 
mithilfe molekularbiologischer Methoden vordefinierten Gruppe von Individuen 
des TH2-Endotyps. Die Serum- oder Plasmaproben dieser Individuen können 
dann in der Folge anhand der evaluierten ELISA-Tests in Bezug auf die jeweiligen 
Proteine getestet werden. Ebenso zu verfahren wäre mit einer Gruppe 
vordefinierter Non-TH2-Endotypen, diese dann idealerweise aufgeschlüsselt in 
Atopiker, Gesunde, Personen mit einer akuten Inflammation und evtl. weiteren.  
Die so gewonnenen Messergebnisse müssten einem t-Test bzw. einer 
Varianzanalyse unterzogen werden, um vorherzusagen, ob zum einen das 
jeweilige Plasma-Protein überhaupt in der Lage ist als Biomarker eine 
Diskriminierung zwischen den untersuchten Gruppen TH2-Endotyp und allen 
anderen zu ermöglichen und zum anderen ob der evaluierte ELISA-Test in der 
Lage ist einen signifikanten Unterschied in den betrachteten Gruppen zu 
messen und so eine Vorhersage und eine Zuordnung zu dem entsprechende 
Endotypen zu ermöglichen. 
Insofern bedarf es also Proben von molekularbiologisch vordefinierten TH2-
Endotypen – also von Proben von TH2-Endotypen, welche über PCR-bestätigte 
Heraufregulation typischer TH2-Gene im bronchialen Epithel vordefiniert 
wurden. Hieran müsste untersucht werden, ob die Level der potentiellen 
Biomarker im Plasma oder Serum einen signifikanten Unterschied aufweisen, 
der eine Zuordnung zu einem der beiden TH2-hoch oder TH2-niedrig-Typen 




5.3 Periostin als Biomarker der TH2-Inflammation 
Vor diesem Hintergrund und dem Hintergrund der einleitend beschriebenen 
Studien wurde kürzlich die Rolle des Periostin als potentieller systemischer 
Biomarker eingehender untersucht (77). 
Wie eingangs dargelegt, zeigt sich die eosinophile Atemwegsinflammation 
heterogen in Asthmapatienten. Wie ebenfalls einleitend erläutert, können 
unterschiedliche molekulare Phänotypen des Asthma differenziert werden und 
zwar anhand des Expressionslevels von Genen induzierbar durch TH2-Zytokine – 
nämlich ein TH2-hoch-Phänotyp sowie ein TH2-niedrig-Phänotyp bzw. TH2-
Endotypen und Non-TH2-Endotypen. Diese Gensignatur, welche unter anderem 
auch Periostin enthält, ist in etwa der Hälfte aller Asthmapatienten nachweisbar 
und ist deutlich assoziiert mit einer eosinophilen Atemwegsentzündung (siehe 
oben).  
Der Umstand, dass die Identifikation dieses Subtyps bislang von invasiven sowie 
molekularbiologischen Methoden abhing, macht die Etablierung eines nicht-
invasiven, systemischen, kostengünstig zu messenden Biomarkers notwendig. 
Die Erkenntnisse der anfangs zitierten Studien zusammenfassend lässt sich 
folgendes zu Periostin, seiner Induzierbarkeit und seiner Wirkungen 
subsumieren: 
IL-13 ist ein pleiotrophes, durch aktivierte T-Zellen, natürliche Killerzellen, 
Basophile, Eosinophile, Mastzellen und andere immunkompetente Zellen 
produziertes TH2-Zytokin, welches stark eingebunden ist in die Pathogenese des 
(atopischen) Asthma bronchiale. Erhöhte IL-13-Level wurden in den Atemwegen 
von Asthmapatienten nachgewiesen, jedoch konnten diese erhöhten Werte nur 
bei einem Teil der Patienten gefunden werden.  
Es konnte durch systematische Analyse der Genexpression (Gene Expression 




exprimierten Gene im bronchialen Epithel von Asthmapatienten und gesunden 
Kontrollen Periostin (POSTN), chloride-channel accessory protein 1 (CLCA1) und 
PAI 2 (SERPINB2) sind. Die Expression dieser Gene ist sensitiv gegenüber einer 
Behandlung mit inhalativen Cortikosteroiden im Sinne einer Unterdrückung. Alle 
drei Gene lassen sich in vitro in bronchialen Epithelzellen durch Interleukin-13 
induzieren (164). 
Die An- oder Abwesenheit eines hohen oder niedrigen Levels einer 
koordinierten Expression dieser Gene definiert zwei unterschiedliche 
Populationen von Asthmapatienten. Diese 3-Gen TH2-Signatur korreliert mit der 
IL-13- und der IL-5-Expression in der bronchialen Mucosa, der peripheren 
Eosinophilie sowie der Eosinophilie der Atemwege, dem Atemwegsremodeling 
als auch dem klinischen Ansprechen auf inhalative Cortikosteroide,  jedoch nicht 
mit Atopie im Allgemeinen. 
Eine zuverlässige Differenzierung in die unterschiedlichen molekularen 
Phänotypen ist aus Gründen der Therapiestratifizierung sinnvoll und notwendig. 
Eine ausgeprägte Eosinophilie im Asthma ist ein zuverlässiger Prädiktor das 
Ansprechen auf inhalative Cortikosteroide betreffend. Doch insbesondere vor 
dem Hintergrund molekular basierter Therapien ist eine Differenzierung in TH2-
hoch oder TH2-niedrig notwendig, da Behandlungsstrategien, welche auf 
eosinophile, TH2-getriebene Inflammation in Form der hier involvierten 
Zytokine als Target abzielen, naturgemäß nur in Patienten wirksam sein können, 
wo auch eine Eosinophilie vorhanden ist bzw. deren Asthma eine TH2-hoch-
Signatur mit dem entsprechenden Signalweg und den entsprechenden 
spezifischen Zytokinen zugrunde liegt. Vor diesem Hintergrund demonstrieren 
die einleitend zitierten Studien zu Mepolizumab und Reslizumab - zwei 
monoklonale Antikörper gegen das TH2-Zytokin Interleukin-5 - die Wichtig- und 
Notwendigkeit des Selektierens von Asthmapatienten, um einen signifikanten 
Benefit durch die Behandlung mit diesen Target basierten Therapeutika zu 




gegenüber resistentem Asthma, ist so durch die Selektion die Möglichkeit 
gegeben, einen möglichen oder wahrscheinlichen Therapieerfolg mit 
molekularen Therpieansätzen vorauszusagen. 
Durch Gene-Expression-Profiling in Proben bronchialer Atemwegs-Epithelien 
von Asthmapatienten konnten verschiedene Gene identifiziert und 
charakterisiert werden, welche zum einen den TH2-Endotypen definieren, zum 
anderen jedoch auch potentielle, klinisch brauchbare, periphere Biomarker 
einer TH2-getriebenen, eosinophilen Atemwegsinflammation darstellen; 
darunter das Periostin. 
Periostin ist, wie bereits kurz skizziert wurde, ein sezerniertes, matrizelluläres 
Protein, assoziiert mit Fibrose und Mucus-Produktion. Es ist möglich, die 
Periostin-Expression durch rekombinantes IL-4 und IL-13 in kultivierten 
bronchialen Epithelzellen (164) sowie bronchialen Fibroblasten (146) herauf zu 
regulieren. Es werden in vivo sowohl in einem Mausmodel als auch einem 
Rhesusmodel des Asthma bronchiale erhöhte Level exprimiert. Darüber hinaus 
finden sich sowohl in bronchialen Epithelzellen als auch im subepithelialen 
bronchialen Gewebe humaner Asthma Patienten erhöhte Expressionslevel 
(146). Im humanen Asthma Patienten wiederum korrelieren die 
Periostinexpressionslevel mit der Dicke der retikulären Basalmembran, einem 
Indikator der subepithelialen Fibrose.  
Im Gegensatz zum Chloride-channel accessory protein 1, welches mit der 
Mucussekretion assoziiert ist und auf der apikalen Oberfläche von bronchialen 
Epithelzellen und Becherzellen lokalisiert ist, wird Periostin nach IL-13-
Stimulierung von der basolateralen Oberfläche her durch bronchiale 






Abb. 43: Sekretion von Periostin, CLCA1 und PAI 2 entweder basolateral oder apikal 
durch bronchiale Epithelzellen. Aus Sidhu SS  (138). 
 
Ebenso wie CLCA1 wird auch PAI 2 in das Lumen der Atemwege sezerniert. 
Periostin ist im Gegensatz hierzu, da es basolateral in die extrazelluläre Matrix 
des bronchialen Gewebes sezerniert wird und nicht apikal in das Lumen der 
Atemwege, mit deutlich größerer Wahrscheinlich systemisch im peripheren Blut 
messbar. CLCA1 und PAI 2 stellen Proteine dar, die eher im Sputum oder der 
BAL gemessen werden könnten.  
Weiterhin wird Periostin in einer IL-13 abhängigen Weise in nasalen Polypen in 
Assoziation mit ASS-sensitivem Asthma sowie im ösophagealen Epithel von 
Patienten mit eosinophiler Ösophagitis überexprimiert (1, 141). Vor diesem 
Hintergrund mag es eine Rolle spielen im Hinblick auf die Gewebeinfiltration 
von Eosinophilen in einem TH2-getriebenen Entzündungsprozess. Insofern 
könnten in zukünftigen Untersuchungen die Periostinlevel im peripheren Blut 
hinsichtlich durch TH2-Inflammation und Gewebe-Eosinophilie charakterisierter 
Krankheiten, wie beispielsweise nasale Polyposis, allergische Rhinitis, atopische 




Um zu untersuchen, ob die TH2-Signatur für systemische Biomarker der 
Atemwegs-Eosinophilie in Patienten mit schwerem, gegenüber inhalativen 
Cortikosteroiden refraktärem Asthma kodiert, haben Jia et al. (77) einen ELISA 
für Serum-/Plasma-Periostin ähnlich dem in der vorliegenden Arbeit etabliert 
und evaluiert.  
Hier konnte der Nachweis, dass Serumperiostin ein geeigneter Biomarker für die 
persistierende Atemwegseosinophilie trotz ICS-Behandlung in Patienten mit 
schwerem Asthma ist, erbracht werden (77, 123). 
Es zeigten sich deutlich erhöhte Plasma-Periostin-Level in einer Teilgruppe der 
untersuchten Asthmatiker und darüber hinaus zeigte es sich signifikant 
korreliert mit einer Eosinophilie der Atemwegsinflammation (77). 
Obschon eine Behandlung mit inhalativen Cortikosteroiden nachweislich sowohl 
die Periostin-Expression als auch die Atemwegs-Eosinophilie im Falle von 
Patienten mit mildem bis moderatem Asthma reduziert (164, 18), zeigt eine 
Untergruppe von Asthmatikern persistierende eosinophile 
Atemwegsinflammation und Asthmasymptome trotz hoher Dosen von 
Steroiden. Diese Subgruppe lässt sich anhand der oben genannten Kriterien 
einteilen in eine Subpopulation mit Sputum-Eosinophilie und / oder durch 
Biopsie gesicherter Gewebe-Eosinophilie und einer Subpopulation ohne diese 
Kriterien (Sputum-Eosinophile <3% und Gewebe-Eosinophile < 22/mm²).  
Die mittleren Periostinlevel zeigen sich nun signifikant höher in Individuen mit 
hoher Anzahl von Eosinophilen (Sputum und/oder Gewebe) als von Individuen 
mit geringer Eosinophilenanzahl (77). Individuen mit einem Periostinlevel 
oberhalb eines Cutoff von 25 ng/ml haben eine über 85%ige Wahrscheinlichkeit 
entweder eine erhöhte Eosinophilenzahl im bronchialen Epithelgewebe oder im 
Sputum aufzuweisen. Eosinophil-niedrig und Eosinophil-hoch lässt sich anhand 
des Periostin Cutoffs von 25 ng/ml mit einem positiven prädiktivem Wert von 




systemischen Biomarker der persistierenden Atemwegseosinophilie trotz ICS-
Behandlung dar (77). 
Ein Vergleich der Atemwegseosinophilie mit anderen nichtinvasiven Biomarkern 
wie dem Anteil des exhalierten Stickoxids (FeNO) – ein ausgeatmetes Gas, das 
durch das induzierbare Enzym Nitric Oxid Synthase in entzündeter bronchialer 
Mucosa entsteht - , den peripheren Bluteosinophilen,  oder dem Serum-IgE 
verdeutlicht die herausragende Rolle des Periostin. Das exhalierte Stickoxid 
korreliert zwar auch mit der Atemwegseosinophilie und ist in Eosinophil-hoch-
Patienten signifikant höher als in Eosinophil-niedrig-Patienten, doch zeigt 
Periostin von allen bislang untersuchten nicht-invasiven Biomarkern die größte 
Signifikanz, um als singulärer Prädiktor die Atemwegseosinophilie - 
stellvertretend für eine TH2-getriebene Inflammation - vorherzusagen. Die 
Expressionslevel von POSTN und NOS2 – das Gen, welches für die induzierbare 
NO-Sythase codiert – korrelieren signifikant miteinander wie auch mit der 
Expression von IL-13 und IL-5 in der bronchialen Mucosa (77).  
Periphere Periostin-Level scheinen aber insgesamt ein Indikator von größerer 
Reliabilität für eine TH2-Inflammation zu sein als FeNO-Level, wohingegen 
Periostin und FeNO immer noch deutlich zuverlässigere Marker für eine TH2-
getriebene Entzündung sind als alle anderen bisher untersuchten Indikatoren 







Abb. 44: Sensitivitäten von Biomarkern für eine eosinophile Atemwegsentzündung. 
A: Periostin als Funktion für die Wahrscheinlichkeit eines hohen Eosinophilen-Status, 
B: Receiver operating charakteristic curve (ROC) Analyse bezüglich Sensitivität und 
Spezifität von Serum Periostin, FeNO, Serum-IgE und Blut-Eosinophilie für den 
Eosinophilen-Status der Atemwege. Aus Jia et al. (77) 
 
Da sich der TH2-Endotyp durch erhöhte Allergiemarker wie eosinophile 
Atemwegsinflammation, bronchiale Fibrose und Ansprechen gegenüber ICS 
auszeichnet, und da die Pathogenese einem TH2-Signalweg unter Mitwirkung 
von IL5, IL4 und IL13 folgt, und da peripheres Periostin dieses offensichtlich 
vorhersagen kann, könnte es sich als Surrogatmarker einer TH2-Inflamation und 
somit als Biomarker für den TH2-Endotypen eignen.  
Man müsste noch explizit prüfen, ob Periostin nicht nur als Surrogatmarker für 
eine Eosinophilie und diese wiederum als Surrogatmarker für TH2-Signalwege 
dient, sondern darüber hinaus, ob es auch für die tatsächliche 
Heraufregulierung von typischen TH2-Genen, also die beschriebene TH2-Gen-
Signatur, eine signifikante positive Korrelation mit den peripheren 




Auf jeden Fall ist bewiesen, dass Patienten mit schwerem Asthma und 
refraktärer ICS-Therapie (wobei TH2-Asthma in milden bis moderaten Fällen 
durchaus steroidsensitiv ist) im Falle von hohen peripheren Periostinleveln 
signifikant besser von einer IL-13-Blockade, also einer Blockade eines typischen 
TH2-Signalwegs, profitieren, als Patienten mit niedrigen Periostinwerten (26).  
 
Abb. 45: Stratifizierung anhand von Periostin in TH2-Endotypen zeigt Signifikanz 
bezüglich ICS- und anti-IL-13-Behandlung. 
Insofern scheint Periostin geeignet zu sein, TH2-hoch von TH2-niedrig zu 
differenzieren und kann dazu beitragen, durch Selektionierung in die jeweiligen 
Endotypen die Effizienz von Therapieansätzen, die auf TH2-Signalwege zielen, 
nicht mehr systematisch zu unterschätzen. Perspektivisch sollte durch Periostin 
eine Therapiestratifizierung möglich sein. 
 
 
Proof of concept 
•Stratifikation in TH2-hoch und –niedrig anhand 3-Gen-
Signatur 
•Endpunkt FEV1 
•Behandlung mit ICS 
Bhatka et al. 2011: 
ICS-Response in TH2-
hoch-Individuen 
•Stratifikation in TH2-hoch und TH2-niedrig anhand 
Periostin, Blut-Eosinophilen und IgE 
•Behandlung mit Lebrikizumab (Anti-IL-13-AK) 
Corren et al. 2011: 
Response gegenüber 
Anti-IL-13-Strategie 
Stratifikation in TH2-Endotypes (anhand von Periostin) kann 




Tabelle 22: Struktur, Induzierbarkeit, Lokalisation, Funktion und Wirkung von 
Periostin 
 
Struktur 90 kDA matrizelluläres Protein 
  4 Isotypen durch alternatives Splicen 
  Mitglied der Fascillin-Familie 
  codiert durch POSTN-Gen 
Induzierbarkeit durch IL-4 
  IL-13 
  TGF-beta 
Lokalisation 
sezerniert durch Fibroblasten in die 
extrazelluläre Matrix 
Interaktion / Liganden 
Interaktion mit Integrin-Molekülen auf 
Zelloberflächen wie alpha-V/beta1, alpha-
V/beta3 and alpha-V/beta5 
Biologische Effekte 
Moduliert Gewebe-Differenzierung, 
Wachstum und Remodeling 
  
Interaktion zwischen Periostin und ECM-
Proteinen: Pathogenese der Fibrose 
  
Migration, Chemotaxis und Adhäsion von 
Eosinophilen: Verstärkung der TH2-
Inflammation 




Serum-Periostin-Level sind signifikant erhöht in Asthmapatienten mit Nachweis 
einer eosinophilen, TH2-getriebenen Inflammation der Atemwege im Gegensatz 
zu solchen Patienten mit einer nur minimalen eosinophilen Entzündung (77, 28). 
Durch logistische Regressionsmodelle kann nachgewiesen werden, dass Serum-
/Plasma-Periostin der beste singuläre Prädiktor für eine Atemwegs-Eosinophilie 





Anhand der Serum-/Plasma-Periostin-Level kann in einen molekularen TH2-
hoch-Phänotyp und einen TH2-niedrig-Phänotyp bzw. in einen TH2-Endotypen 
und einen non-TH2-Endotypen differenziert werden, wobei unklar ist, ob der 
non-TH2-EŶdotǇp aďgeseheŶ ǀoŶ deŶ gesuŶdeŶ KoŶtrolleŶ eiŶeŵ „THϭ-
EŶdotǇpeŶ“ entspricht, oder ob es hier (vermutlich) noch weitere Endotypen 
gibt.  
Periostin ist somit ein peripher messbarer, systemischer Biomarker nicht nur der 
Atemwegseosinophilie in Asthmapatienten, sondern auch ein Biomarker zur 
Identifikation des jeweiligen TH2-Endotyps. Somit hat Periostin das Potential im 
Sinne einer Therapiestratifizierung Patienten, die aufgrund des 
zugrundeliegenden TH2-Signalweges von einer Therapie mit einer Inhibierung 
von TH2-Targets profitieren können, zu selektionieren. Aufgrund dieser 
Fähigkeit vermag Periostin einen wahrscheinlichen Therapieerfolg nicht nur in 
Bezug auf inhalative Cortikosteroide vorauszusagen, sondern eben auch vor 
allem in Bezug auf neu entwickelte und zu entwickelnde Target-basierte 
Therapien. 
Der evaluierte ELISA-Test ist den allgemeinen Gütekriterien entsprechend 
(soweit untersucht) in der Lage, im Serum signifikant zwischen gesunden 
Kontrollgruppen einerseits und akuter Inflammation und Atopie andererseits zu 
unterscheiden. Eine weitere Spezifizierung der Gütekriterien und 
Testcharakteristika anhand einer größeren Stichprobenmenge sowie eine 
Untersuchung, ob eine Diskriminierung in TH2-hoch und TH2-niedrig bzw. TH2-
Endotyp und non-TH2-Endotyp möglich ist, hat anhand zytologisch oder 










                                                                                                                                                                    
Basierend auf der Tatsache, dass Asthma-Patienten nicht gleichermaßen von aktuellen, 
aus dem Verständnis der Pathogenese abgeleiteten, Target-basierten 
Therapieansätzen profitieren, lässt sich die Schlussfolgerung ableiten, dass es 
innerhalb des Kollektivs aller Asthmatiker unterschiedliche Subgruppen gibt, welche 
dementsprechend auch unterschiedliche Signalwege in der Pathogenese beschreiten. 
Es stellt sich die Frage, inwieweit Responder und Non-Responder für molekulare 
Therapieansätze identifiziert werden können. Zur Definition unterschiedlicher Asthma-
Phänotypen lassen sich bekanntermaßen klinische Kriterien zugrunde legen. Darüber 
hinausgehend lassen sich zytologische Phänotypen definieren. Hier spielt unter 
anderem der relative Anteil von Eosinophilen oder Neutrophilen im induzierten 
Sputum eine Rolle, so dass sich ein eosinophiles von einem neutrophilen und weiteren 
zellulären Typen unterscheiden lässt. Es gibt eine Assoziation zwischen klinischen 
sowie zellulären Phänotypen. Nachdem sich viele Target-basierten Therapien im 
Gesamtkollektiv als weniger oder nicht wirkungsvoll erwiesen haben, kann bei 
spezifischer Betrachtung einzelner zellulärer Phänotypen zumindest in einem Phänotyp 
ein Ansprechen auf Anti-Interleukin-5 nachgewiesen werden. Eine weitere Möglichkeit 
der Phänotypisierung, welche zugrundeliegende molekulare Signalwege der 
Pathogenese berücksichtigt, besteht in der Definition molekularer Phänotypen bzw. 
Endotypen. Durch Genom-weites Profiling mittels Microarray-Analysen kann im 
induzierten Sputum die Herauf- oder Herabregulation verschiedener Gene identifiziert 
werden, woraus sich eine molekular-immunologische Phänotypisierung bzw. ein 
spezifischer Endotyp ableiten lässt. Anhand des Expressionsmusters bildet sich auf der 
einen Seite Endotyp ab, welchem eine TH2-Inflammation zugrunde liegt. Auf der 
anderen Seite steht ein Endotyp, in dem die Differenzierung der TH0-Zellen zu TH2-
Zellen nicht stattfindet oder eine untergeordnete Rolle spielt. Basierend auf dem 
Expressionslevel des Drei-Gen-Panels (CLCA1, Periostin und Serpin B2) kann zwischen 
TH2-Endotypen unterschieden werden, wobei es eine Assoziation der TH2-Gensignatur 
mit eosinophil dominierten zellulären Phänotypen gibt. Unterschiedliches Ansprechen 
des TH2-Endotyps im Sinne eines Responders auf Therapie, sowohl auf ICS als auch auf 





nachgewiesen werden. Im Sinne einer Therapiestratifizierung erscheint es sinnvoll, 
Patienten im Hinblick auf ihrem jeweiligen Endotyp zu therapieren, die Rationale stellt 
hier die Blockade der im Signalweg einer TH2-Inflamation involvierten Zytokine dar. Zu 
diesem Zwecke ist es notwendig, einfach zu bestimmende Biomarker zu etablieren. Es 
wird vorgeschlagen, hierfür die Genprodukte der jeweils hochregulierten TH2-Gene 
mittels ELISA im Serum oder Plasma zu bestimmen. Zur Diskussion stehen die Proteine 
der als hochreguliert identifizierten Gene, wie CLCA1, Periostin, Serpin B2 (PAI2), die 
Ratio aus MUC5AC und MUC5B, Osteopontin, CCL 26 (MIP4) und CarboxypeptidaseA3. 
Hierzu ist es in einem ersten Schritt notwendig in Ermangelung geeigneter Testsysteme 
zunächst Testverfahren für die jeweiligen Proteine zu validieren und in drei 
Testgruppen, nämlich einer gesunden Kontrollgruppe, einer Gruppe der akuten 
Inflammation sowie einer Gruppe von Atopikern, anzuwenden. In einem weiteren 
Schritt wird anhand von aktuellen Studien und Erkenntnissen aus der 
Grundlagenwissenschaft nachvollzogen, ob die jeweiligen Proteine aufgrund ihrer 
strukturellen Beschaffenheit, ihrer Funktion im Inflammationsgeschehen und ihrer 
Lokalisation geeignet sind, einen TH2-Endotyp in der Peripherie abzubilden.  
Zusammengefasst erweisen sich die jeweiligen ELISA-Testsysteme als unterschiedlich 
brauchbar. Bezüglich ihrer Eignung als potentielle Biomarker zur Vorhersage eines 
TH2-Endotyps erweisen sich die acht Proteine ebenfalls als heterogen. CLCA1 ist ein in 
zwei unterschiedlichen Formen anzutreffendes Protein, welches eine regulierende 
Funktion in Bezug auf Ca2+abhängigeCl--Kanäle des respiratorischen Epithels hat und 
somit Einfluss auf die Zusammensetzung des Mucus hat. Als membranassoziiertes bzw. 
in die ECM des respiratorischen Epithels sezerniertes Protein eignet es sich zur 
systemischen Detektion weniger, was die Messergebnisse bestätigen. 
CarboxypeptidaseA3 lässt sich als ein systemisch im Plasma nachweisbares Protein 
einigermaßen zuverlässig messen, jedoch kann bislang keine Evidenz erbracht werden, 
ob es geeignet ist, statistisch signifikant zwischen TH2-hoch und TH2-niedrig zu 
differenzieren. CCL26 bzw. MIP4 ist grundsätzlich im peripheren Blut zufriedenstellend 
quantifizierbar. Es hat im Inflammationsgeschehen die Funktion eines auf Eosinophile 
und auch Basophile wirkendendes Chemokins. Ebenfalls SerpinB2 (PAI2) lässt sich 
einigermaßen zufriedenstellend in der Peripherie quantifizieren, insbesondere im 





vor, sowie in einer extrazellulären, in die Hämostase involviertes Protein. In Analogie 
zu CCL26 und CPA3 stellt sich bezüglich der Eignung als Biomarker einer TH2-
Entzündung die Frage, ob PAI2 zuverlässig zwischen TH2-hoch und –niedrig 
unterscheiden kann, oder ob die genannten Proteine im Inflammationsgeschehen 
allgemein mit einer erhöhten Wertelage anzutreffen sind. Zur Klärung dieser Frage 
müssten molekularbiologisch (PCR) identifizierte TH2-Endotypen mit Non-TH2-
Endotypen unterschiedlicher Spezifikation verglichen werden, um eine Signifikanz 
bezüglich der vermeintlich höheren Wertelage nachzuweisen. Osteopontin lässt sich 
zufriedenstellend im peripheren Blut messen mit bemerkenswerten Unterschieden in 
den jeweiligen Gruppen. Hier stellt sich ebenfalls das Problem, ob Osteopontin nicht 
ein zu allgemeiner Inflammationsmarker ist. Es gibt Evidenz, dass Osteopontin eine 
Funktion in der Entwicklung von TH1-Entzündungen hat und TH2-antagonistisch wirkt. 
Auch ist der Zeitpunkt in der Allergieentwicklung, zu welchem es seine Wirkung 
entfaltet, bedeutsam. Insgesamt ist die Rolle des Osteopontin sehr komplex und noch 
nicht gut genug verstanden, als dass es sich als zuverlässiger Biomarker eignen würde. 
Die Mucine 5AC und 5B lassen sich deutlich im peripheren Blut quantifizieren. 
MUC5AC ist bei TH2-Endotypen herauf reguliert, während MUC5B eher eine 
Clearancefunktion in den kleinen Atemwegen zugeschrieben wird und beim TH2-
Endotyp herunter reguliert wird. Insofern müsste die Ratio zugunsten des MUC5AC 
verschoben sein, und somit stellt die Ratio in der Theorie einen sinnvollen Biomarker 
da. Eine signifikant erhöhte Ratio ließe sich jedoch nur durch Untersuchung an 
vorselektionierten Proben nachweisen. Periostin kann als Plasmaprotein systemisch 
gemessen werden. Periostin spielt eine Rolle in der Fibroseentstehung durch 
Interaktion mit ECM-Proteinen sowie in der Migration und Adhäsion von Eosinophilen. 
Die in TH2-Endotypen nachgewiesene Heraufregulation von POSTN lässt sich positiv 
mit dem eosinophilen zellulären Phänotyp korrelieren. Auch lässt sich anhand 
molekularbiologisch vordefinierter TH2-Endotypen (Drei-Gen-Panel) ein signifikanter 
Zusammenhang zwischen der allgemeinen TH2-hoch-Gensignatur und den peripheren 
Periostinleveln finden. Es kann nachgewiesen werden, dass nach erfolgter 
Stratifizierung anhand des peripheren Periostins eine IL-13-Blockade durch mAB zu 
signifikanten Ergebnissen führt. Insofern stellt Periostin einen brauchbaren, peripher 







Due to the fact that BA-patients do not benefit similarly from current pathogenesis-
derived and target-based therapies it can be reasoned that there are different subsets 
of BA-patients within the collective of all BA-subjects, which follow according to this 
variable signal pathways in the pathogenesis. Subsequently the question comes up in 
how far responder and non-responder according to molecular based therapy strategies 
can be identified. Distinct BA-phenotypes can be defined by the use of clinical criteria, 
and beyond that there is the possibility to define a phenotype based on cytological 
criteria. For this purpose the percentage of eosinophils and neutrophils in the induced 
sputum is an essential criterion, so that an eosinophilic asthma can be distinguished 
from a neutrophilic BA and other cellular subtypes. There is an association or a 
correlation between clinical and cellular defined phenotypes. After numerous target-
based therapeutic approaches proved less or not effective in the whole collective 
considering the specific cellular phenotypes a response to anti-IL-5-antibodies could be 
demonstrated with regard to a particular cellular phenotype. A further approach of 
phenotyping which considers the underlying signaling pathways is the definition of 
molecular phenotypes or endotypes respectively. By genome wide profiling using 
microarray analyses the up or down regulation of distinct genes can be identified in 
the induced sputum, whereby a molecular immunological phenotype respectively 
specific endotype can be derived. On the basis of the pattern of gene expression one 
particular endotype becomes apparent which underlies a TH2-driven inflammation. On 
the other side an endotype emerges where a differentiation of T-cells into TH2-cells 
does not occur or plays a minor role. On the basis of the expression level of the 3-
gene-panel consisting of CLCA1, periostin and serpinB2 can be divided between TH2-
endotypes, while there is an association of the TH2-gene-signature with eosinophilic 
dominated cellular phenotypes. A different response of the TH2-endotype to 
therapeutic approaches such as ICS as well as molecular based strategies targeting the 
TH2 signal pathway could be proven. In terms of stratifying of therapy it seems to be 
meaningful to treat patients with regard to their special endotype, the rationale here is 





necessary to establish biomarkers which are easy to receive and to measure. It is 
proposed to quantify the gene products of the up regulated genes for this purpose in 
the serum or plasma by using ELISA. The proteins of the as up regulated identified 
genes such as CLCA1, periostin, serpinB2 (PAI2), the ratio of MUC5AC and MUC5B, 
osteopontin, CCL26 (MIP4) and carboxypeptidaseA3 are under consideration. Due to 
lack of suitable test systems it is required in a first step to establish and validate ELISAs 
for the particular proteins and to evaluate these tests in the three subsets of healthy 
controls, acute inflammation and atopic subjects. In a further step it will be reviewed 
on the basis of current studies and findings whether the particular proteins are 
suitable peripheral surrogate markers for a TH2-endotype by reasons of their 
structure, their function in the inflammation process as well as their localization. 
In summary the particular ELISA test systems crystallize as different suitable. With 
regard to their qualification as potential biomarkers to predict a TH2-endotype they 
seem to be heterogeneous as well. CLCA1 is a protein which appears in two distinct 
forms, that have a regulating function with regard to Ca2+-dependent chloride 
channels in the respiratory epithelium and which has influence on the composition of 
mucus in so far. As a membrane associated protein or a protein secreted into the ECM, 
CLCA1 is not suited for a systemic detection, which is proven by the measurement 
results. CarboxypeptidaseA3 as a protein which is systemically detectable in the 
plasma can be quantified reliably; however there is no evidence whether it is able to 
distinguish significantly between TH2-high and TH2-low. CCL26 (MIP4) is generally 
satisfactorily quantifiable in the plasma. In the inflammation process it has the 
function of a chemokine affecting eosinophils and eventually basophils. Also serpinB2 
(PAI2) can be quantified reasonably in the periphery, notably in the context of an acute 
inflammation. On the one hand PAI2 acts as an intracellular messenger, on the other 
hand it exists as an extracellular protein which is involved in affairs of hemostasis. 
Analogous to CCL 26 and CPA3 it is questionable - with regard to the suitability to serve 
as a biomarker of a TH2-inflammation – if PAI2 can distinguish reliably between TH2-
high and TH2-low or if the mentioned proteins occur generally on a high level within 
the inflammation process. To answer this question TH2-endotypes identified by 
molecular biology (PCR) have to be compared to non-TH2- endotypes of different 





protein in the TH2-high subset. Osteopontin can be measured satisfactorily in the 
peripheral blood with remarkable differences in the particular subsets. Here also exists 
the problem if osteopontin is probably a too common marker of inflammation in 
general. There is evidence that osteopontin has a function in the development of TH1-
inflammation and acts TH2-antagonistic. Also the point in time of the development of 
allergic inflammation in which osteopontin occurs is important. Altogether the role of 
osteopontin is very complex and less understood than to serve as a suitable biomarker. 
The mucins 5AC and 5B can be quantified in the peripheral blood very well. MUC5AC is 
up regulated in TH2-endotypes, whereas MUC5B is rather down regulated in the TH2-
endotype and has probably a clearance function of the small airways. Insofar the ratio 
of MUC5AC and MUC5B should be shifted towards MUC5AC and therefore serves as a 
reasonable biomarker in theory. A significant elevated ratio can only be proven by 
analyses of pre-selected endotypes. Periostin can be quantified systemically in the 
plasma. Periostin plays a role in the development of fibrosis by interaction with ECM-
proteins as well as in the migration and adhesion of eosinophils. The up regulation of 
POSTN proved in TH2-endotypes can be positively correlated with the eosinophilic 
cellular phenotype. There is also a significant correlation between the TH2-high gene-
signature in general and the peripheral levels of periostin, when analyzing the 
molecular defined TH2-endotype (by 3-gene-panel). It can be proven that after 
stratifying by means of the peripheral periostin level an IL-13-blockade by mAB leads 
to significant results. Insofar periostin can serve as a suitable, peripheral and reliable 
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